BIANCA ALCANTARA DA SILVA

Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre
aspectos multiplos da bioquimica e biologia celular
do fungo Pseudallescheria boydii

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias (Microbiologia), Instituto de
Microbiologia Prof. Paulo de Gées da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas
(Microbiologia).

Orientadores: Prof. André Luis Souza dos Santos
Profa. Eliana Barreto-Bergter

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PROF. PAULO DE GOES
RIO DE JANEIRO
JULHO DE 2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FICHA CATALOGRAFICA

SILVA, Bianca Alcantara da

Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre aspectos mdltiplos da
bioquimica e biologia celular do fungo Pseudallescheria boydii /Bianca Alcantara
da Silva - Rio de Janeiro, Julho de 2009.

XVII, 137p.

Tese (Doutorado em Ciéncias Biolégicas - Microbiologia)

Universidade Federal do Rio de Janeiro/ Instituto de Microbiologia Prof. Pulo
de Goées, 2009.

Orientadores: Prof. André Luis Souza dos Santos e Profa. Eliana Barreto-
Bergter.

Referéncias Bibliograficas: f117-135

1. Pseudallescheria boydii 2. Peptidase 3. Inibidores proteoliticos 4. Protedmica

I. Santos, André II. UFR]J, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées

III. Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre aspectos miultiplos da
bioquimica e biologia celular do fungo Pseudallescheria boydii




Bianca Alcantara da Silva

Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre aspectos multiplos da
bioquimica e biologia celular do fungo Pseudallescheria boydii

Rio de Janeiro, 31 de Julho de 2009

André Luis Souza dos Santos, Doutor, Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes -
UFR]

Eliana Barreto-Bergter, Doutora, Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goées - UFR]

Marcio Lourenco Rodrigues, Doutor, Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Gées -
UFR]

Daniela Sales Alviano, Doutora, Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Gées - UFR]

Carlos Taborda, Doutor, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Departamento de Microbiologia, USP

Dario Kalume, Doutor, Departamento de Medicina Tropical, FIOCRUZ



O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Estudos Integrados em
Bioquimica Microbiana, Departamento de Microbiologia Geral, Instituto de
Microbiologia Prof. Paulo de Goées (IMPPG), Centro de Ciéncias da Saude (CCS),
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFR]), sob a orientacdo dos Profs. André Luis

Souza dos Santos e Eliana Barreto-Bergter.



“Mas aqueles que contam com o Senhor renovam suas
forcas; Ele da-lhes asas de dguia. Correm sem se cansar, vao em frente sem se fatigar.”

(Is 40: 31)



A meus pais, Jodo Fernandes e Maria José, que sempre
estiveram ao meu lado e nunca mediram esforcos

para que eu conquistasse mais esse objetivo.



AGRADECIMENTOS

A Deus Pai, Deus Filho e Deus Espirito Santo, fonte de vida e luz, por seu amor

incondicional e amparo em todos os momentos da minha vida.

Ao meu orientador Prof. Dr. André Luis Souza dos Santos. Eu ndo conseguiria expressar
com palavras a profunda admiragdo e o amor que eu sinto por ti. Muito do que eu sou hoje
como profissional eu devo a vocé. Seu apoio, amizade e até mesmo os “puxdes de orelha” me
fizeram amadurecer muito nesse periodo em que trabalhamos juntos. Sio poucas as pessoas
que, como vocé dedicam tanto amor pelo que fazem que acabam por contagiar quem esté a sua
volta. Vocé com toda sua competéncia é um exemplo a ser seguido. O meu muito obrigada
pelos seus ensinamentos, paciéncia, ajuda profissional, pela sua alegria didria e pela sua

amizade.

A minha orientadora Profa. Eliana Barreto-Bergter pelo carinho, por ter acreditado neste
trabalho desde o inicio, me dando a chance de trabalhar com esse microrganismo e deixando
sempre de portas abertas o seu laboratério para realizagdo deste trabalho. Expresso minha mais

profunda gratidao e admiragao.

Ao Prof. Marcio Rodrigues pela revisdo e valiosas sugestdes no texto desta tese e pela

agradavel convivéncia diaria.

A Profa. Daniela Sales Alviano pelas portas sempre abertas do seu laboratério e pela

participagao na avaliacdo desta tese.

Ao Dr. Dério Kalume pela ajuda essencial nas anélises por espectrometria de massa e

pela participacdo na avaliacdo desta tese.

Ao Prof. Carlos Taborda pela participagdo na avaliacao desta tese.

A Profa. Marta Branquinha por sua amizade, por sempre estar disposta a ouvir as
minhas lamentagdes e sempre rebater com uma palavra de incentivo. E também pelos multiplos

empréstimos (cubas, reagentes, solugdes, ...).

Ao Prof. Leonardo Nimrichter por toda ajuda nos experimentos de esterol e pelas

risadas didrias.



A Profa. Rosangela Soares pelas portas abertas de seu laboratério e por ter acreditado

em mim no inicio desta jornada.

A Profa. Maria Teresa Romanos pelo seu carinho e pela ajuda nos ensaios com células

hospedeiras.
Ao Prof. Alexandre Pirro pelo auxilio nos experimentos de toxicidade in vivo.
A Dra. Catia Sodré por toda parte de protedmica.

A Dra Marcia Pinto pelo carinho e por ter me iniciado nos trabalho com P. boydii.

Expresso minha profunda gratidao e admiracao.

A Profa. Celuta Alviano pelas portas sempre abertas de seu laboratério e a seu grupo de

trabalho: Vanila, Catia, Gleiser, Fatinha, Cristina, Luiz e Davi.

A Profa. Angela Hampshire pelas portas sempre abertas de seu laboratério e ao seu

grupo: Daniele, Marta, Cirilo, Fernando, Luciana e Felipe.
A Geralda por todo suporte técnico, pela agradavel convivéncia e pelas risadas diarias.

Aos meus amigos e companheiros de bancada. Obrigada pelas boas risadas de todos os
dias e por me fazer sentir alegria em trabalhar em um lugar onde me sinto bem. Carina,
Roberta, Anderson, Fernanda, Lys e Polli. E especialmente a Ana Luiza, Ana Carolina, Erika e

Viviane pelas essenciais ajudas experimentais.

As minhas amigas de bancada e confidentes Fernanda e Camila que desde o inicio
sempre estiveram ao meu lado. Meu muito obrigada pelo incentivo e pelas conversas sempre

agradaveis e divertidas.

Aos grupos dos Profs. Marcio e Leonardo: Fabiane, Fernanda, Débora, Mari, Pati, Pri, Ju,

Luna, Gabi, Deborah e Carol. Obrigada pela agradavel convivéncia e risadas de todos os dias.

Ao Grupo da Profa. Marta Branquinha pela agradéavel convivéncia e pelos constantes

empréstimos: Fernanda, Michel, Keila, Leandro e Pedro.



Ao Grupo da Profa. Eliana pela agradavel convivéncia e pelos constantes empréstimos,
principalmente de P. boydii: Vera Carolina, Livia, Renata, Fatinha, Rodrigo, Bianca e Magda.

A minha amiga Claudinha d’Avila Levy por todo incentivo e por sua amizade.

As minhas amigas, que me “aturam” desde a graduacdo Lys e Celina. Obrigada pela

amizade, pelo carinho e pelas risadas descontraidas de todos os dias. Amo vocés!

A minha prima-irma Fernanda meu muito obrigada pelas palavras de incentivo por

sempre estar ao meu lado e pelas suas oragdes.

A toda minha familia e meus amigos, em especial a meus avés Elidio e Aparecida, pelo

apoio e por sempre estarem ao meu lado nos momentos bons ou ruins.

Especialmente eu agradeco aos meus pais, Jodo e Zezé. A vocés que me ensinaram a
viver a vida com dignidade. Que muitas vezes renunciaram aos seus sonhos, para que
pudessem realizar os meus. Obrigada pelo eterno amor e estimulo nos momentos em que eu

pensava que ndo ia conseguir. Sem vocés, hoje, tudo isso seria impossivel. Eu amo vocés!

Ao CNPq, CAPES, FAPER] e FU]JB pelo suporte financeiro.



INDICE
1) INTRODUCAO

1.1) Fungos filamentosos

1.2) Pseudallescheria boydii / Scedosporium apiospermum

1.3) Aspectos da patogénese flingica

1.4) A superficie dos fungos e sua importancia na interacdo com o hospedeiro

1.5) Enzimas proteoliticas: alvo para o desenvolvimento de novos
quimioterapicos

com acao antifangica:

1.6) Secre¢do de moléculas em fungos e sua importancia na interacdo com o
hospedeiro

2) OBJETIVOS

2.1) Objetivos Gerais
2.2) Objetivos especificos

3) MATERIAL E METODOS

4) RESULTADOS

5) DISCUSSAO

6) CONCLUSOES

7) REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8) ANEXOS

22

28 -29

28
29

31-49

51 - 96

98 -112

114 - 115

117 - 135

137

10



RESUMO

Bianca Alcintara da Silva

Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre aspectos multiplos da bioquimica e
biologia celular do fungo Pseudallescheria boydii.

Orientadores: André Luis Souza dos Santos e Eliana Barreto-Bergter

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias Biolégicas.

Pseudallescheria boydii (anamorfo Scedosporium apiospermum) é um fungo oportunista que
pode causar infec¢des graves em seres humanos. O tratamento da pseudallescheriose é dificil, uma
vez que esse fungo possuiu resisténcia intrinseca a maioria dos antifingicos comumente utilizados
na clinica. Nesse contexto, inibidores de metalopeptidases, tendo como base fons metalicos,
representam um novo grupo de agentes com potencial antifangico. No presente trabalho, testamos
o efeito de diferentes inibidores de metalopeptidases {1,10-fenantrolina, 1,10-fenantrolina-5,6-dione
(fendio), [Cu(fendio)s](C1O4)2.4H-O e [Ag(fendio)2]ClO4} sobre o desenvolvimento de P. boydii. O
pré-tratamento de conidios ou hifas de P. boydii por 20 h com os compostos derivados de 1,10-
fenantrolina levou a uma significante inibicdo da viabilidade fangica, bem como bloqueou a
diferenciacio celular.

Microrganismos presentes em biofilmes sdo mais resistentes as acdes do sistema
imunolégico e de antimicrobianos. Nesse estudo, demonstramos que o pré-tratamento dos conidios
com os derivados de 1,10-fenantrolina diminuiu a formacao de biofilme por este fungo. Além disso,
a incubacdo dos conidios por 1 h com os derivados de 1,10-fenantrolina a 0,1 ug/ml também inibiu
o processo de interacdo dos conidios com células hospedeiras, sem qualquer perda da viabilidade
fangica. Os inibidores ndo apresentaram citotoxicidade para vérias linhagens celulares testadas até
a concentracdo de 1 pg/ml, o que nos abre a possibilidade de estudar o uso destes compostos,
isoladamente ou em associagdo com antifiingicos cldssicos, em um futuro ensaio clinico. Além
disso, através de citometria de fluxo, observou-se que o composto derivado de cobre foi capaz de
inibir a expressdo de glicoconjugados ricos em manose e/ou glucose na superficie dos conidios,
bem como a expressio de peptideoramnomanana, uma importante adesina fangica.

Adicionalmente, demonstramos que conidios de P. boydii apresentam em sua superficie moléculas
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com capacidade de se ligar a fibronectina, uma importante proteina de matriz extracelular. A 1,10-
fenantrolina e seus derivados foram capazes de inibir a expressdo destas moléculas na superficie do
fungo. Observamos também que conidios de P. boydii foram capazes de se ligar a fibronectina
imobilizada de forma especifica e de forma dose dependente. Ensaios de imunofluorescéncia
demonstraram que essas moléculas estdo presentes tanto nos conidios como nas hifas. Andlises
imunocitoquimicas demonstraram a presenca das moléculas ligadoras a fibronectina localizadas na
parede celular e em compartimentos intracelulares relacionados com vesiculas citoplasmaticas. A
fibronectina e anticorpos anti-fibronectina inibiram o processo de interagao de P. boydii com células
epiteliais e fibroblastos. Coletivamente, esses resultados sugerem que as moléculas ligadoras de
fibronectina sao requeridas para processos de interacdo de P. boydii e estas moléculas podem ser
importantes para mecanismos de aderéncia e invasao fungica.

O estudo da secrecao de moléculas é um meio importante para a compreensao da patogenia de
muitos microrganismos. N6s demonstramos que proteinas presentes no sobrenadante de P. boydii
reagiram com soro de paciente com pseudallescheriose, sugerindo uma associagdo das moléculas
secretadas com a patogénese fungica. Em seguida, através de estudos protedmicos avaliamos as
proteinas secretadas por P. boydii. Vinte e duas proteinas foram identificadas no secretoma de P. boydii,
incluindo proteinas de via glicolitica (triosefosfato isomerase, malato desidrogenase, frutose-1,6-
bisfosfato, aldolase, fosfoglicerato mutase), proteinas associadas ao citoesqueleto (dineina e cofilina) e
outras proteinas importantes para o metabolismo fangico (aspértico peptidase, permease, fosfatase,
esteréide 5-o-redutase, aspartato semi-aldeido desidrogenase, fosfomanumutase, proteina quinase,
manitol-1-fosfato-desidrogenase). Testes bioquimicos corroboraram a presenca das enzimas adenilato
quinase, manitol 1,5-fosfato desidrogenase, triosefosfato isomerase, malato desidrogenase, aldolase e
aspdrtico peptidase no sobrenadante de P. boydii.

Coletivamente nossos resultados demonstraram que 1,10-fenantrolia e seus derivados foram
capazes de inibir processos vitais da biologia de P. boydii bem como etapas importantes da interacao do
fungo com células hospedeiras, abrindo uma nova perspectiva para o uso destes compostos na

quimioterapia alternativa da pseudallescheriose.

Palavras chave: Pseudallescheria boydii, Peptidase, Inibidores proteoliticos, Protedmica.

Rio de Janeiro
Julho de 2009
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ABSTRACT

Bianca Alcintara da Silva

Effect of 1,10-phenanthroline and its derivatives on multiple aspects of biochemistry and
cell biology of the fungus Pseudallescheria boydii.

Orientadores: André Luis Souza dos Santos e Eliana Barreto-Bergter

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias Biol6gicas.

Pseudallescheria boydii (anamorph Scedosporium apiospermum) is an opportunistic fungus that
causes serious infections in humans. The treatment of pseudallescheriosis is difficult since P. boydii
exhibits intrinsic resistance to the majority antifungal drugs used in the clinic. In this context,
metal-based metalopeptidase inhibitors represent a novel group of antifungal agents with potential
applications for the control of fungal infections. In this work, we have tested the effect of different
metallopeptidase inhibitors {1,10-phenanthroline, 1,10-phenanthroline-5,6-dione (phendio),
[Cu(phendio);](C104)2.4H>0 e [Ag(phendio)>]ClO4} on P. boydii development. The pre-treatment of
conidial and/or hyphae cells for 20 h with these compounds promoted a powerful inhibition of P.
boydii growth as well as blocked the cellular differentiation.

Microorganisms-forming biofilms are more resistant to the immune system and to the
antibiotics. In this study, we demonstrated that the pre-treatment of the conidial cells with 1,10-
phenanthroline and its derivatives decreased the biofilm formation by this fungus. Moreover, the
incubation of conidia for 1 h with the 1,10- phenanthroline derivatives at 0.1 ug/ml also drastically
inhibited the interaction process between conidia and host cells, without any loss of fungal
viability. Interestingly, the 1,10- phenanthroline compounds were not toxic to several cell lineages
up to 1 pg/ml, which opens the possibility to study the use of these chemical compounds, alone or
in association with classical antifungal agents, in a future clinical trial. Additionally, by means of
flow citometry we observed that the Cu*2-fendio derivative inhibited the expression of
glicoconjugates rich in mannose and/or glucose at the surface of the conidial cells, as well as the
expression of peptideoramnomann (a fungal adhesin). In addition, we demonstrated for the first

time that conidial cells of P. boydii presented surface molecules capable of binding to fibronectin, an

13



important protein of extracellular matrix. Also, the 1,10- phenanthroline and its derivatives
inhibited the expression of fibronectin-binding molecules on the surface of P. boydii.

The extracellular matrix proteins are involved in the attachment of a variety of pathogens to
the host cells; therefore, the study of the ability of microorganisms to bind to these proteins is very
important. In this context, we studied the molecules capable of binding fibronectin in P. boydii. We
observed that conidia were able to bind to immobilized fibronectin on microtiter plates in a specific
and concentration-dependent manner. By immunofluorescence assays we demonstrated that both
hyphae and conidial cells of P. boydii exhibited the ability to bind fibronectin. Immunocytochemical
analysis demonstrated that molecules capable of binding to fibronectin localizes at the cell wall and
in the cytoplasmic compartment resembling vesicles. Soluble fibronectin and anti-fibronectin
antibody significantly inhibited the interaction of P. boydii with epithelial and fibroblast cell
lineages. Collectively, these results suggested that molecules capable of binding to fibronectin are
required for interaction process.

The study of the secretion of molecules is an important approach for understanding the
pathogenicity of many microorganisms. We demonstrated that protein in the supernatant of P.
boydii reacted with antibodies present in the serum from patients with pseudallescheriosis,
suggesting an association between secretion of antigenic proteins and pathogenesis. Then, through
proteomic analysis we have assessed the identification of secreted proteins by P. boydii mycelia.
Twenty two proteins were identified, including proteins belonging to the glycolytic pathway
(triosefosfate isomerase, malate dehidrogenase, fructose-1,6-biphosphate, aldolase,
phosphoglicerate mutase), protein associated to cytoskeleton (dinein and coffilin) and proteins
related to virulence such as aspartic peptidase, phosphatase and peroxiredoxin. Biochemical tests
indicated activities of adenylate kinase, mannitol 1,5-phosphate dehydrogenase, triosefosfato
isomerase, malate dehydrogenase, aldolase and aspartic peptidase in supernatant of P. boydii.

Collectively, our results showed that 1,10-phenanthroline and its derivatives were able to inhibit
vital processes of the biology of P. boydii as well as important steps in the interaction of the fungus to
host cells, opening a new perspectives for the use of these compounds in an alternative chemotherapy

of pseudallescheriose.

Keywords: Pseudallescheria boydii, Peptidase, Proteolytic inhibitors, Proteomic.

Rio de Janeiro
Julho de 2009
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ABREVIATURAS

2DE - eletroforese bi-dimensional

A549 - célula epitelial pulmonar humana

ABPA - aspergilose broncopulmonar alérgica
ADP - difosfato de adenosina

Ag?*-fendio - Ag(fendio)2]ClO4

AIDS - sindrome da imunodeficiéncia adquirida
ATP - trifosfato de adenosina

BSA - soro albumina bovina

C6/36 - célula de mosquito Aedes albopictus

CCso - concentragdo citotoxica para 50% das culturas de células
CHO - célula de ovario de hamster chinés

CMH - monohexosilceramida

Con A - concanavalina A

Cu?*-fendio - [Cu(fendio)s](ClO4)2.4H20
DMEM - Dubelco’s modified Eagle medium
DMSO - dimetilsulféxido

DO - densidade 6ptica

DTT - ditiotreitol

EDTA - acido etileno-diamino tetracético

EGTA - etileno glicol-bis (B-aminoetil éter)

ELISA - ensaio imunoenzimatico (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

FACS - citometro de fluxo

Fendio - 1,10-fenantrolina-5,6-dione

FITC - isotiocianato de fluoresceina

FN - fibronectina humana

GPI - glicosilfosfatidilinositol

HEp2 - células de carcinoma de laringe humana

HIV - virus da imunodeficiéncia humana

15



HPTLC - cromatografia em camada fina de alta resolucao

HSA - soro albumina humana

Ig - imunoglobulina

IL - interleucina

kDa - kilodalton

LLC-MK?2 - célula de rim de macaco Rhesus

M@ - macroéfagos de camundongo

MA-104 - célula embriondria de rim de macaco Rhesus

MALDI - desorcao e lonizagdo a Laser assistida por Matriz (“Matrix Assisted Laser
Desorption and Ionization”)

MRC-5 - fibroblasto de pulmao humano

MS - espectometria de massa

MyD88 - Gen 88 de resposta priméria a diferenciacdo mieléide (“Myeloid differentiation
primary response gene 88”)

NADH - nicotinamida adenina dinucleotideo

OPD - orto-fenilenodiamina

p - piranose

PBS - tampao fosfato salina

pH - potencial de hidrogénio

PI - ponto isoelétrico

PLB - fosfolipase B

PMN - células polimorfonucleares

PMSF - fluoreto de fenilmetanosulfonil

PRM - peptideoramnomanana

Ram - ramnose

RAW - macroéfagos murinos

SAP - aspartico peptidase secretada

SDS - dodecil sulfato de s6dio

SDS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

SFB - soro fetal bovino



TGO - aspartato aminotransferase

TGP - alanina aminotransferase

TLCK - N-p-tosil-L-lisina-clorometil cetona
TLR - receptor do tipo “toll”

TNF - Fator de necrose tumoral

TOF - tempo de voo (“time of flight”)

TPCK - L-1-tosilamido-2-feniletil clorometil cetona
Tris - tris-hidroximetilamianometano

UFC - unidades formadoras de coldnia

Vero - célula de rim de macaco
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1) INTRODUCAO

1.1) Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos constituem um grupo de organismos eucariéticos multicelulares.
Possuem organelas citoplasmaticas como mitocondrias, reticulo endoplasmatico, vactiolos, complexo de
golgi e ribossomos. Seu niucleo é hapléide e apresenta varios cromossomos. O citoplasma encontra-se
limitado pela membrana citoplasmaética que apresenta na sua constitui¢do moléculas de ergosterol, o
que a difere das células eucaridticas humanas que apresentam o colesterol como esterol de membrana.
Revestindo toda a membrana celular encontramos a parede celular, composta fundamentalmente por
proteinas e polissacarideos como quitina, mananas e glucanas (ALEXOPOULOS, MIMS & BLACKWELL,
1996, MUELLER & SCHMIT, 2006). Esses organismos sdo caracteristicamente cosmopolitas e amplamente
distribuidos em uma variedade de ecossistemas. Apesar de serem conhecidas cerca de 250.000 espécies
de fungos, somente 150-200 espécies ja foram descritas como patdgenos de homens e animais (MUELLER
& SCHMIT, 2006).

Observa-se nos fungos filamentosos a formacdo microscépica de estruturas tubulares
ramificadas, de crescimento apical, conhecidas como hifas. Essas hifas podem ser hialinas ou demaceas,
septadas ou asseptadas. As hifas se agrupam formando o micélio, que se observa pela formacao
macroscépica de colonias cotonosas ou pulverulentas sobre meios solidos. Na coléonia de um fungo
filamentoso ocorre uma diferenciacdo na fungdo do micélio. Assim, o micélio vegetativo penetra no
substrato para obter nutrientes, enquanto o micélio aéreo projecta-se ao exterior da colonia para
produzir estruturas reprodutoras. A reproducdo ocorre pela formagdo de esporos exégenos ou
endégenos de origem assexuada e/ou sexuada. Os conidios sdo esporos exdgenos de reprodugdo
assexuada (ADRIO & DEMAIN, 2003).

Os fungos filamentosos estdo comumente associados a matéria organica em decomposicao,
participando dos ciclos naturais reciclando carbono e outros elementos, ou como patégenos
oportunistas em plantas e/ou animais. Os fungos apresentam metabolismo quimioheterotréfico. Esses
organismos tém a propriedade de excretar enzimas que metabolizam os nutrientes no meio extracelular
para que os mesmos possam utilizar os metabdlitos resultantes da catdlise enzimaética. Este fato tem
favorecido a descoberta de exoenzimas de grande importancia médica e biotecnolégica (TILBURG &
THOMAS, 1993; BOUWS, WATTENBERG & ZORN, 2008). A maioria dos fungos filamentosos é pouco
exigente no que diz respeito a requerimentos de pH e temperatura, tendo a capacidade de crescer em

faixas de pH entre 2 e 9 e temperaturas que oscilam entre 10 e 40°C (MUELLER & SCHMIT, 2006).
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Nas dltimas décadas, o aumento do nimero de pacientes imunocomprometidos gerou uma
condigdo para que fungos, que normalmente sdo microrganismos saprobios ou ambientais de
patogenicidade reduzida, se convertessem em patoégenos capazes de causar doencas com alta letalidade
(BENNETT, [ZUMIKAWA & MARR, 2004; MARR, 2008). De fato, é observado na literatura um aumento na
incidéncia de infecgdes sistémicas e alteragdo no espectro dos agentes etioldgicos (PONTON et al., 2000;
Nucci, 2003). Novos patégenos fungicos e novas formas clinicas de processos classicamente estudados
na micologia médica vém sendo crescentemente descritos (PONTON et al., 2000; NUCCI, 2003).

Infeccdes causadas por leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus e por fungos filamentosos
do género Aspergillus compreendem, até o momento, 90% de todos os processos fuingicos descritos
(RUHNKE & MASCHMEYER, 2002). Porém, outras espécies de fungos filamentosos, principalmente
espécies de Fusarium spp., Pseudallescheria/Scedosporium, hifomicetos demaceos e zigomicetos vém sendo

cada vez mais reconhecidas como agentes de doengas sistémicas (PONTON et al., 2000; Nuccl, 2003).

1.2) Pseudallescheria boydii / Scedosporium apiospermum

P. boydii (anamorfo Scedosporium apiospermum) pertence ao dominio Eukarya, filo Ascomycota,
classe Euascomycetos, ordem Microascales, familia Microascaceae, género Pseudallescheria e espécie P.
boydii (CORTEZ et al, 2008). E um fungo amplamente distribuido na natureza, encontrado
principalmente como saprofita de aguas de rios, solo, estrumes, lamas de esgoto, pantanos e esterco.
Este fungo apresenta maior incidéncia em &reas temperadas e subtropicais (RIPPON, 1988; KALTSEIS,
RAINER & DE HOOG, 2009). Apesar de ser frequentemente isolado de individuos imunocomprometidos,
P. boydii s6 teve sua importancia médica reconhecida em 1948, quando BENHAM & GEORGE reportaram
um caso de meningite causada por esta espécie. Este atraso no reconhecimento de P. boydii como
patégeno de importancia médica pode ser devido a dificil classificacdo taxonémica do fungo (RIPPON,
1988).

P. boydii é um fungo homeotélico, onde no mesmo micélio podemos observar estruturas de
reproducdo sexuada e assexuada. O estado teleomorfico, onde se observa a reprodugdo sexuada, se
caracteriza pela presenca de cleistotécio (Fig. 1A), que é uma estrutura globosa, apresentando uma
coloracdo escura, com paredes espessas (em média 5 um), compostas de duas a trés camadas de hifas
septadas. Dentro dessas estruturas estdo localizados os ascos, contendo em média oito ascosporos (4 x 8
um), que sdo liberados para o meio ambiente quando ocorre a ruptura do cleistotécio. Para o anamorfo
de P. boydii, S. apiospermum, onde somente a reproducdo assexuada é observada, as hifas sdo hialinas,

septadas, apresentando ramificagdes, com a presenca de conidios tinicos, ovais, medindo de 6 a 8 um,
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em uma hifa diferenciada conhecida como conidiéforo (FISHER & COOK, 1998; GUARRO et al., 2006) (Fig.
1B).

Figura 1: Morfologia de P. boydii. (A) Cleistotécio. (B) Hifas hialinas septadas (septos indicados por cabeca de seta)
com conidio em sua extremidade (seta). Fontes: GILGADO et al., 2009 e CORTEZ et al., 2008.

P. boydii cresce facilmente em meio Sabouraud, produzindo colonias de coloragdo clara que
tendem a se tornar mais escuras, apresentando a aparéncia macroscépica de colénias algodonosas. A
formacao do cleistotécio pode ser observada quando se cultiva o fungo em meios mais pobres como o
agar batata ou agar de farinha de milho (KWON-CHUNG & BENNET, 1996; CORTEZ et al., 2008).

Apesar de ser geralmente considerado um patégeno oportunista, P. boydii é o principal agente
causador do micetoma micético (Fig. 2), que é uma infeccdo flingica que acomete pacientes
imunocompetentes. O micetoma micético € uma infecgdo subcuténea cronica, normalmente ocasionada
por introducdo traumatica do agente infeccioso no tecido, apresenta uma maior incidéncia nos
membros inferiores e superiores, podendo ser causado por fungos (eumicetoma ou micetoma micético)
ou por actinomicetos (actinomicetoma). No micetoma pode-se observar o acometimento dos tecidos
cutaneo e subcutaneo e tecidos moles, sendo ainda possivel a extensdo da infeccdo aos tenddes,
ligamentos e ossos. A patologia é caracterizada por supuracdo, formacdo de abscesso, granuloma e
sinus contendo granulos de coloracdo branca amarelada contendo microcolénias do fungo envolvido

com debris do tecido (KWON-CHUNG & BENNET, 1996; CORTEZ et al., 2008).
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Figura 2: Exemplos de micetomas micéticos. Fontes: GUARRO et al., 2006 e CORTEZ et al., 2008.

P. boydii é capaz de causar infec¢des similares, em termos de variedade e predisposicdo, as
infecgdes causadas por espécies do género Aspergillus. Essas infec¢des incluem colonizacdo pulmonar
(GARCIA et al., 2003; SEVERO et al., 2004; PIHET et al., 2009), pneumonias invasivas (STEINBACH et al.,
2003), micose broncopulmonar alérgica, uveites, sinusites (THIAGALINGAM et al., 2004), endocardites
(O'BRYAN et al., 2002), abscessos cerebrais (MONTEJO et al., 2002; SAFDAR et al., 2002; KANAFANI et al.,
2004), infecgdes cutdneas e subcutdneas (CHAVEIRO et al., 2003), bola fungica (GARCIA et al., 2003;
WILLINGER et al., 2003), otites (BHALLY et al., 2004) e micoses sistémicas e disseminadas (DE HOOG et al.,
1994; RAJ et al., 2002; BUZINA et al., 2006).

O pulmado ¢é o segundo sitio mais comum de infeccdo por P. boydii (Fig. 3) e a doenca pulmonar
pode ser classificada em trés grupos: (i) alérgica, (ii) de colonizagdo intracavitaria e (iii) invasiva
(SEVERO, PORTO & LONDERO, 1998). MILLER e colaboradores (1993) descreveram dois casos de pacientes
com aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) recorrente e que apresentaram uma exarcebacao da
micose broncopulmonar alérgica devido a colonizagdo por P. boydii, apresentando imunoglobulina E
(IgE) total, IgG e IgE especifica, teste cutdneo e preceptina para este fungo, acompanhados de um
quadro clinico bem definido para pseudallescheriose broncopulmonar alérgica. A doenca pulmonar
invasiva por P. boydii pode se caracterizar pela presenca de um nédulo solitdrio assintomatico ou por
uma pneumonia necrotizante, fatal na maioria dos casos (SEVERO, PORTO & LONDERO, 1998). Em
individuos ndo imunossuprimidos, o isolamento do fungo a partir do escarro, demonstra uma

colonizacao transiente dos bronquios e/ou pulmdes, principalmente, cavidades previamente formadas
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devido a tuberculose ou a fibrose cistica, as quais sdo condi¢des que predispdem a colonizagdo
intracavitaria com a posterior formacao de bola fingica (Fig. 3A) (TRAVIS, ROBERTS & WILSON, 1985). P.
boydii é o segundo fungo filamentoso encontrado mais frequentemente em pacientes com fibrose cistica,
com um indice de prevaléncia de 8,6% (PIHET et al., 2009); nessa condicao clinica, estima-se que as
alteracdes prévias no epitélio broncopulmonar decorrentes da infeccdo bacteriana e da resposta

inflamatoria, sejam fatores que predispdem a infec¢do fungica (ZOUHAIR ef al., 2001; PIHET et al., 2009).

Figura 3: (A) Histopatologia demonstrando a bola fangica na cavidade pulmonar (Fonte: Severo et al., 2004). (B)
Histopatologia demonstrando a presenca de P. boydii, formando tubo germinativo (seta) no tecido pulmonar
(Fonte: NONAKA et al., 2002).

A morfologia de P. boydii no tecido infectado é idéntica a de diversos outros agentes que causam
infeccdes flingicas oportunistas, isto é, a presenca de hifas hialinas septadas é semelhante a colonizagdo
por espécies de Aspergillus, Fusarium, Paecelomyces e outros. O P. boydii e o Aspergillus sp. podem
coexistir em uma mesma infeccdo e, portanto, a presenca dos dois géneros dificulta o diagnéstico
diferencial a nivel clinico, histopatoldgico, e principalmente pelas diferencas nas respostas as drogas
antifangicas (RIPPON, 1988; FENELON et al., 1999; PIHET et al., 2009).

Um outro tipo de manifestacdo clinica descrita em quadros causados pelo P. boydii é
exemplificado pela formacdo de abcessos cerebrais causados pela aspiragdo de dgua contaminada
(RUCHEL & WILICHOWSKI, 1995). Os fungos que comumente causam infeccdes no sistema nervoso
central sdo espécies de Candida e Cryptococcus neoformans. No entanto, com o aumento na prevaléncia de
individuos imunocomprometidos, outros fungos tém emergido como importantes causadores de
doencas do sistema nervoso central. Entre esses agentes emergentes, P. boydii é um relativamente raro,
mas bem documentado, patégeno potencial do sistema nervoso central, sendo letal na maioria dos casos

(NESKY, MCDOUGLAS & PEACOCK, 2000). Em individuos imunocompetentes, algumas situagdes, como
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mecanismos de drenagem do liquido cérebro espinhal ou mesmo uma raquianestesia podem levar a um
processo de meningite cronica causada por P. boydii (POZA et al., 2000).

No Brasil, LOPES e colaboradores (1994) e SEVERO e colaboradores (1997) relataram alguns casos
de nédulos subcutaneos causados por P. boydii, possivelmente de origem ndo traumaética, em pacientes
imunossuprimidos por tratamento com drogas imunossupressoras apds transplantes de érgaos. GINTER
e colaboradores (1999) registraram um caso de pseudallescheriose cutdnea atipica e que era refrataria
aos antifiingicos. Um outro caso de pseudallescheriose cutanea no Brasil foi relatado por BONAMIGO e
colaboradores (2007). Os autores apresentaram nesse trabalho um caso clinico de uma paciente
diabética usuaria de corticoesterdide sistémico para o tramento de artrite reumatéide e que apresentou
dlceras cutaneas por S. apiospermum. A paciente em questdo havia feito uso do itraconazol, porém sem
sucesso na resolucao da infeccao. A administracdo de voriconazol debelou a infec¢do, sendo este agente
antifiingico considerado como uma nova alternativa para o controle de infec¢des por fungos resistentes.

SEVERO e colaboradores (2004) reportaram quatro casos de colonizacao intracavitaria (bola
fangica) do trato respiratério por S. apiospermum. Foi enfatizada, no estudo, a necessidade de uma busca
minuciosa de conidios do fungo, a fim de estabelecer o diagnéstico etiolégico no espécime clinico,
evitando assim a administracao de uma terapia inadequada, pois o tratamento das infecgdes causadas
por P. boydii é complicado devido a resisténcia do fungo a drogas antifangicas classicas, como por
exemplo, anfotericina B (CORTEZ et al., 2008; SANTOS et al, 2009).

Como mencionado anteriormente, P. boydii pode ser confundido no tecido com outros fungos
filamentosos, o que faz com que infecgdes sistémicas ocasionadas por esse fungo possam ser facilmente
confundidas com outros quadros causados por espécies hialinas, como as pertencentes aos géneros
Aspergillus e Fusarium (NUCCI, 2003). Considerando que a anfotericina B é a droga de escolha para o
tratamento da aspergilose e P. boydii é resistente a essa droga, tal erro resultaria numa terapia
inadequada. Essa é potencialmente uma das razdes para uma alta taxa de mortalidade por
pseudallescheriose invasiva (RAINER et al., 2000; GONZALEZ et al., 2003).

Nos ultimos anos a droga de escolha para o tratamento da pseudallescheriose vem sendo o
itraconazol (CHAVEIRO et al., 2003). Porém, devido ao isolamento de algumas cepas de P. boydii
resistentes ao itraconazol, o voriconazol (triazol de segunda geragdo derivado do fluconazol) tem
emergido como uma potente droga antifingica utilizada no tratamento de pseudallescheriose
pulmonar invasiva, disseminada e pseudallescheriose do sistema nervoso central (KANAFANI et al.,
2004, BONAMIGO et al., 2007). H4& ainda, no entanto, um outro fator a ser considerado: devido a
existéncia de multiplas interagdes medicamentosas do voriconazol com outras drogas administradas na

clinica, o que inclui drogas utilizadas com fins de imunossupressdo em pacientes transplantados, nem
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sempre seu uso é possivel. Neste caso, a droga de escolha para o tratamento das pseudallescherioses
permanece desconhecida (O’'BRYAN et al., 2005). Com base em dados obtidos em testes in vitro, a
caspofungina (pertencente a classe das equinocandinas), posaconazol e ravuconazol (triazoles)
apresentam-se como alternativas em potencial (MELETIADIS et al., 2002; GONZALEZ et al., 2003). Utiliza-se
também como tratamento, principalmente da bola fiingica, a intervengao cirtrgica, com a finalidade de

remover o tecido lesionado pelo fungo (GARCIA et al., 2003; GONZALEZ et al., 2003).

1.3) Aspectos da patogénese fungica

A patogenicidade de um microrganismo é definida como sendo sua capacidade de causar dano
ao hospedeiro, o que define o quadro de doenca. A prevencao ou a ocorréncia da doenga dependerd de
varios aspectos da interacao entre o agente causador e o hospedeiro (GHANNOUM & ABU-ELTEEN, 1990;
CASADEVALL & PIROFSKI, 1999).

O meio ambiente é o principal reservatério fingico, por isso, o contagio através do contato entre
individuos é menos frequente e a maioria das infecgdes sao contraidas a partir de fontes na natureza.
Todavia, algumas infec¢des oportunistas podem ter origem na prépria microbiota (WINGARD, 1999;
KALTSEIS, RAINER & DE HOOG, 2009).

HOGAN, KLEIN & LEVITZ (1996) em uma revisdo de literatura observaram que varias espécies de
fungos exibem como fatores responsaveis pela viruléncia a capacidade de crescimento a temperatura
corpdrea hospedeira (37°C) e em pH fisiologico, a transicdo morfoldgica, a presenca de propagulos
infecciosos de tamanho compativel com a deposi¢do alveolar, a composicao quimica da parede celular,
a producdo de enzimas hidroliticas (associadas as células ou secretadas), a expressao de proteinas
ligadoras de componentes de matriz extracelular, a producdo de toxinas e de adesinas, e, por fim,
dentre outros fatores ndo mencionados aqui, a expressao de polissacarideos capsulares e pigmentos.

Para os organismos que sdo infectados por fungos, o primeiro contato hospedeiro-patdgeno é
mediado pela parede celular, o que confere a essa estrutura uma importante funcao no reconhecimento
célula-célula, envolvimento nos processos de adesdo, invasao e um sitio importante para localizacdo de

moléculas antigénicas como glicoconjugados e enzimas (CABIB et al., 1988; NIMRICHTER et al., 2005).

1.4) A superficie dos fungos e sua importincia na interacao com o hospedeiro
Por meio das estruturas existentes em sua superficie os microrganismos interagem com o meio
abiotico e com seus respectivos hospedeiros. Dentre estas moléculas, as adesinas sdo responséveis pela

aderéncia de bactérias e fungos as células hospedeiras. Sabe-se que a aderéncia de microrganismos
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patogénicos a tecidos do hospedeiro é considerada um pré-requisito para a sua disseminacdo e um
passo essencial para o estabelecimento da infeccdo (LIMA et al., 2001). Neste contexto, vérios estudos
vém sendo desenvolvidos na tentativa de entender melhor as moléculas envolvidas nestes processos.

A parede celular, por ser normalmente a estrutura mais externa da célula fangica, compreende
varias moléculas importantes no processo de interacdo do fungo com componentes do ambiente e
receptores do hospedeiro. Essa estrutura é de vital importancia para a célula fingica, essencialmente
por conferir protecdo fisica e osmotica. Compreendendo cerca de 20 a 30% do peso seco da célula, a
parede celular se caracteriza por ser uma estrutura que confere rigidez, protegendo a célula de injarias
mecanicas, estando diretamente envolvida com a morfogénese fungica (CABIB ef al., 1997, PONTON,
2008). A parede celular também funciona como barreira filtrante, impedindo a passagem de moléculas
de alta massa molecular e, consequentemente, evitando o dano a membrana plasmatica (CABIB ef al.,
1997; PONTON, 2008).

A composicdo e o arranjo molecular da parede celular sdo finamente reguladas e variam em
resposta a uma série de condicdes ambientais, o que demonstra seu alto dinamismo (SMITS et al., 1999;
PONTON, 2008). Os componentes estruturais sdo principalmente polissacarideos como quitina (polimero
de N-acetilglucosamina B(1—4) ligadas e glucanas B(1—6) e B(1—3) ligadas. Encontram-se ligadas
covalentemente ao esqueleto de glucanas as glicoproteinas da parede celular, que contém unidades de
manose em sua estrutura. As manoproteinas compreendem cerca de 40 a 50% do peso seco da parede

celular (CABIB et al., 1988; FONTAINE et al., 2000; NIMRICHTER et al., 2005) (Fig. 4).
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Figura 4: Estrutura da parede celular dos fungos (Fonte: VARKI et al., 2008).
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A parede celular dos fungos é um alvo em potencial ndo sé para as defesas naturais do
hospedeiro, mas também para agentes antiftingicos que atuam bloqueando a sintese de moléculas como
as glucanas, quitina e glicoproteinas, sem interferir no metabolismo da célula hospedeira (NIMRICHTER
et al. 2005; PONTON, 2008).

Tendo em vista a importancia da parede celular, tanto para a biologia celular do fungo, quanto
para as relacoes patdégeno-hospedeiro, varios estudos vém sendo realizados na tentativa de elucidar os
seus aspectos estruturais e funcionais. Dentre os componentes que vém sendo caracterizados pode-se
citar a presenca de enzimas hidroliticas (KNEIPP et al., 2004; KIFFER-MOREIRA et al., 2007), proteinas de
choque térmico (MATTHEWS & BURNIE, 2004), glicoesfingolipideos (RODRIGUES et al., 2000), melanina
(NOSANCHUK & CASADEVALL, 2003) e histonas (NOSANCHUK et al., 2003).

Com relacdo a P. boydii, até o0 momento, pouco se conhece sobre suas estruturas de superficie e
possiveis fatores de viruléncia (SANTOS et al., 2009). Dentre os candidatos bem caracterizados a
reguladores da interacdo fungo-hospedeiro destacam-se o peptidopolissacarideo denominado de
peptidoramnomanana - PRM (PINTO et al, 2001, 2004, 2005), o glicoesfingolipideo
monohexosilceramida (PINTO et al., 2002) e o polissacarideo o-glucana (BITTENCOURT et al., 2006). As
fungdes atribuidas a essas moléculas sdo descritas a seguir.

PINTO e colaboradores (2001) isolaram e caracterizaram parcialmente a estrutura de uma
peptideoramnomanana (PRM) antigénica de formas micelianas de P. boydii, que apresenta cadeias
laterais de Ramp (1—3) e Ramp ligadas (1—3) a uma cadeia principal de manose (1—-6) ligada. A PRM
apresentou baixa reatividade com soro hiperimune de coelho anti-PRM de Sporotrix schenckii e reagiu
fortemente com o anti-soro de P. boydii. As diferencas imunolégicas, supostamente, se devem as
diferencas estruturais entre as cadeias laterais de ramnose das PRMs de ambos os fungos. A PRM
também foi detectada nas formas conidiais de P. boydii através de imunofluorescéncia. Em estudos
posteriores, PINTO e colaboradores (2005) realizaram a de-O-glicosilacio da molécula de PRM,
observando que apds a remocdo dos oligossacarideos O-ligados sua antigenicidade diminuia em
aproximadamente 75%. Esses dados sugerem fortemente que a PRM caracterizada em P. boydii possui
propriedades antigénicas particulares, as quais se apresentam tteis para sua utilizagdo com fins de
realizagdo de um diagndstico especifico das infecgdes causadas por este fungo (PINTO et al., 2004). Além
da aplicacdo como antigeno diagnostico, a PRM parece ter também fungdes relacionadas a
patogenicidade, de acordo com estudo de PINTO e colaboradores (2004). O pré-tratamento de conidios
com anticorpo anti-PRM, bem como o tratamento de células de carcinoma de laringe humana (HEp2)
com a molécula de PRM soltivel levaram a uma significativa diminui¢do na adesao e na internalizagao

de conidios pelas células HEp2 em relacdo ao controle. A PRM solavel foi capaz de se ligar a um
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polipeptideo de 25 kDa na superficie de HEp2, o que sugere um papel como molécula adesiva no
processo de interagdo com o hospedeiro. Resultados similares foram observados em ensaios de
interacao com células A549 (SANTOS et al., 2009).

Sabe-se que a diferenciacdo de conidio a micélio é uma etapa essencial no ciclo de vida de P.
boydii (SANTOS et al., 2009)). PINTO e colaboradores (2004) demonstraram que ap6s 2 a 4 h de interacdo
do fungo com células HEp2 era observada a formacao de proje¢des similares a tubos germinativos. Esse
processo foi associado a invasdo e morte das células epiteliais. De modo interessante, quando os
conidios sdo incubados somente com meio DMEM ou Sabouraud essas projecdes sdao observadas
somente apos 6 h de incubagdo, o que sugere que a presenca das células epiteliais contribuiu com a
aceleragdo na formacao de tubos germinativos, provavelmente por induzir mecanismos de sinaliza¢do
celular que culminam com a diferenciagdo morfolégica (PINTO et al., 2004; SANTOS et al., 2009).

Um segundo componente de superficie caracterizado em P. boydii foi a monohexosilceramida
(CMH). CMH ¢é uma molécula de natureza lipidica, pertencente a classe dos glicoesfingolipideos,
expressa em virtualmente todas as espécies fungicas patogénicas (BARRETO-BERGTER et al., 2004). CMHs
foram purificadas das formas micelianas de P. boydii e caracterizadas estruturalmente (PINTO et al.,
2002). As moléculas de CMH foram reconhecidas por anticorpos presentes no soro de coelhos
imunizados com P. boydii. Anticorpos policlonais anti-CMH foram entdo purificados a partir de soro de
coelho infectado com P. boydii e utilizados em ensaios de imunofluorescéncia. Nestes ensaios pode-se
observar que os anticorpos purificados reconheceram CMHs tanto na superficie de formas micelianas
quanto nas pseudohifas (ou tubos germinativos do fungo), ao passo que nos conidios ndo havia a
deteccao desta molécula. Além disso, conidios tratados com anticorpo anti-CMH eram incapazes de
desenvolver as estruturas de tubo germinativo e, por conseguinte, ndo havia o desenvolvimento de
formas micelianas, num processo de inibi¢do da diferenciagdo celular. Coletivamente estes resultados
sugerem uma expressao diferencial das glucosilceramidas de acordo com a fase morfolégica do fungo,
bem como aludem ao fato de que as moléculas de CMH tém, possivelmente, sua biossintese, expressao
ou estrutura modificadas durante a transi¢do conidio> micélio (PINTO et al., 2002).

O terceiro grupo de moléculas de superficie de P. boydii com estrutura e fungdo caracterizadas
consiste de glucanas, polimeros estruturais compostos por repeticdes de unidades de glucose.
BITTENCOURT e colaboradores (2006) isolararam e caracterizararam uma o-glucana proveniente da
parede celular de P. boydii. Neste mesmo estudo foi avaliado o papel desta molécula como ativadora da
resposta imune inata. As andlises bioquimicas revelaram que a a-glucana purificada de P. boydii
consiste em um polissacarideo de estrutura similar ao glicogénio, também similar a moléculas

produzidas por Aspergillus fumigatus (BAHIA et al., 2003), Mycobacterium bovis (DINADAYALA et al., 2004)
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e figado de coelhos (ZANG et al., 1991). Foi reportada a importancia desta molécula no processo de
interagdo celular de conidios com macréfagos alveolares de camundongos, além de sua capacidade de
modular negativamente e de maneira dose dependente o processo de interacdo do fungo com
macrofagos (BITTENCOURT et al., 2006).

A imunidade inata possui papel essencial na resisténcia contra infecgdes causadas por fungos
patogénicos (GIL-LAMAGNIERE ef al., 2003; BITTENCOURT et al., 2006). Nesse contexto, os macréfagos sao
considerados a mais importante linha de defesa contra estes microrganismos (MORGENSTERN et al., 1997;
GIL-LAMAGNIERE et al., 2003). O reconhecimento de componentes celulares desses patégenos por células
da imunidade inata acarreta na liberacdo de mediadores pré-inflamatoérios e no recrutamento de células
polimorfonucleares (PMNs) (LEY, 2002) que, em geral, atuam no sentido de debelar a infecgdo. Esse
reconhecimento se d4 por meio de diversos receptores, entre eles os receptores do tipo Toll (TLR)
(CARPENTER & O’NEIL, 2007). Em fungos, as B-glucanas possuem um papel, ja bem caracterizado, como
ligantes para receptores TLR (MIYAZAKI et al., 1995; KEDZIERSKA et al., 2007) e como moléculas
ativadoras da resposta imune (BROWN et al., 2003; HOHL et al., 2005). Em P. boydii, fragdes purificadas de
o-glucana foram capazes de se ligar ao complexo TLR-2-CD14-MyD88 de macréfagos e células
dendriticas, resultando na secrecdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-12 (IL-12)
(BITTENCOURT et al., 2006). O reconhecimento da a-glucana pode ter relevancia na imunomodulacdo
durante a infeccdo fiungica, favorecendo a resisténcia do hospedeiro pela secrecao de IL-12 e
consequente indugdo de um fenétipo Thl ou, alternativamente, contribuir para a patologia pela
liberacdo de TNF-o, uma citocina pré-inflamatéria, provocando injtria tecidual (BITTENCOURT et al.,
2006).

Recentemente, foram também caracterizadas na superficie de formas micelianas de P. boydii
atividades enzimaticas referentes a ecto-fosfatases (KIFFER-MOREIRA et al., 2007). Sabe-se que vérios
processos importantes para a biologia celular dos fungos sdo dependentes da fosforilacdo de proteinas
(DICKMANN & YARDEN, 2000). Os processos de fosforilagdo nas células sdo controlados por enzimas do
tipo quinase e fosfatases, enzimas estas que ja foram descritas em vérios microrganismos incluindo os
fungos (KNEIPP et al., 2004). Em P. boydii foi descrito que a ecto-fosfatase de superficie foi capaz de
hidrolizar diferentes substratos fosforilados em processos modulados positivamente pela presenca de
Mg?+, Mn2* e Zn?* e negativamente por Cd2?* e Cu?*. A inibicao da atividade desta enzima na presenca
de inibidores especificos para fosfatases acidas e alcalinas demonstrou que o fungo apresenta ambas as
atividades fosfatasicas associadas a parede celular (KIFFER-MOREIRA et al., 2007).

Glicoconjugados de superficie, em especial glicoproteinas e glicolipideos, vém sendo descritos

como moléculas importantes no processo de interacdo fungo-hospedeiro (SHARON & LIS, 1993; LLOYD et
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al., 2007). Os agtcares sdo importantes componentes da superficie celular, e estdo implicados em
fendmenos como antigenicidade, sitios de ligacdo hormonal, fagocitose, pinocitose, reconhecimento
celular e interagdo com matriz extracelular (LLOYD et al., 2007). A matriz extracelular é um importante
alvo para a adesdo de microrganismos. Essa matriz é composta por vdrias proteinas verséteis e
polissacarideos, que sdo secretados localmente e montados em uma rede organizada associada a
superficie das células que a produz (BOSMAN & STAMENKOVIC, 2003).

A matriz extracelular é remodelada constantemente, o que requer hidrélises realizadas por
peptidases (BOSMAN & STAMENKOVIC, 2003). Nesse sentido, as principais enzimas proteoliticas
envolvidas no remodelamento da matriz extracelular sdao as metalopeptidases (BOSMAN &
STAMENKOVIC, 2003). As principais caracteristicas da matriz extracelular sdo suas estruturas bdésicas
como a rede de colagenos, glicoproteinas adesivas, incluindo a laminina e a fibronectina, e as
proteoglicanas, que sao glicoproteinas aderidas na rede de coldgeno que também interagem com as
células presentes na trama da matriz e as células adjacentes a matriz (BOSMAN & STAMENKOVIC, 2003).
Embora a matriz extracelular seja coberta por células epiteliais e endoteliais, injarias celulares e
exposicoes desta matriz podem ocorrer durante processos infecciosos. As moléculas de colageno do tipo
IV formam basicamente a lamina basal, uma regido abaixo do epitélio onde a matriz se organiza em
uma camada fina e rigida. A fibronectina e a laminina sdo exemplos de glicoproteinas adesivas com
elevadas massas moleculares e que possuem multiplos dominios funcionais (BOSMAN & STAMENKOVIC,
2003). A fibronectina (~ 440 kDa) é amplamente distribuida nos tecidos conjuntivos, ao passo que a
laminina (~ 820 kDa) é encontrada especialmente na lamina basal. Devido a seus multiplos dominios
essas proteinas auxiliam na organizacdo da matriz extracelular bem como em processos de adesdo
celular (PANKOV & YAMADA, 2002; BOSMAN & STAMENKOVIC, 2003).

Estudos de adesdo de moléculas microbianas a proteinas da matriz extracelular do hospedeiro
vém sendo realizados para varios patdgenos, incluindo os patdgenos fungicos Aspergillus fumigatus
(WASYLNKA et al., 2000; WARWAS et al., 2007), Candida albicans (KLOTZ et al., 1991; GAUR et al., 1999), C.
tropicalis (BENDEL et al., 1993), S. schenckii (LIMA et al., 2001, 2004), Histoplasma capsulatum (MCMAHON et
al., 1995), C. neoformans (RODRIGUES et al., 2003), Pneumocystis carinii (POTTRAZ et al., 1994), Penicillium
marneffei (HAMILTON et al., 1999) e Paracoccidioides brasiliensis (GONZALES et al., 2005; MENDES-GIANNINI
et al., 2006; GONZALES et al., 2008a,b). LIMA e colaboradores (2001) demonstraram que conidios e
leveduras de S. schenckii tém a capacidade de aderir a fibronectina de forma dose dependente. Nesse
estudo, foi também demonstrado que fons calcio foram capazes de aumentar os indices de adesao,
enquanto que o tratamento com quelantes de calcio reverteram esse processo. Ensaios de competicao

revelaram que a PRM de S. schenkii parece estar envolvida no processo de adesdo a fibronectina (LIMA et
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al., 2001). Em estudo subsequente, realizado pelo mesmo grupo, foi demonstrada a presenca de
proteinas ligadoras de fibronectina e laminina na superficie de conidios, leveduras e micélio de S.
schenkii. Foi observado que as formas de levedura foram capazes de se ligar mais efetivamente as
proteinas de matriz extracelular do que os conidios do fungo. Curiosamente, carboidratos extraidos da
parede celular do fungo foram capazes de inibir a ligacdo do fungo a fibronectina, mas ndo a laminina,
0 que sugere a presenca de moléculas ligadoras diferentes para cada uma das proteinas de matriz
extracelular (LIMA et al., 2004).

A ligagdo de conidios de A. fumigatus a proteinas da matriz extracelular (fibronectina e laminina)
foi mediada por acidos sialicos presentes na superficie celular (BOUCHARA et al., 1997, WARWAS et al.,
2007). Em P. brasiliensis foi isolada e caracterizada uma adesina presente na parede celular do fungo
com especificidade de ligacdo a laminina. Esta adesina se mostrou ainda importante no processo de
interacdo de P. brasiliensis com células epiteliais da linhagem VERO, uma vez que o pré-tratamento das
células epiteliais com a proteina purificada promoveu uma diminuigdo significativa na interecdo do
fungo com as células epiteliais (ANDREOTTI et al., 2005). Mais recentemente, foi demonstrado que
conidios de P. brasiliensis se ligam a fibronectina e ao fibrinogénio de maneira especifica e dose-
dependente, em processos mediados por acidos sidlicos. Ensaios de inibicao revelaram uma diminuigdo
significativa do indice de associagdo do fungo com células A549, quando as mesmas foram pré-tratadas
com anticorpos anti-fibronectina e anti-fibrinogénio, ou quando conidios de P. braziliensis foram pré-
tratados com as proteinas soltiveis ou com o 4cido neuraminico. Esses resultados sugeriram que a
ligacdo a fibronectina e ao fibrinogénio facilitaria a aderéncia do fungo as células pulmonares e que essa
ligacdo seria mediada por glicoconjugados sialilados (GONZALES et al., 2008a). De fato, a ligagdo a
proteinas de matriz extracelular parece ser um passo essencial no curso da paracoccidioidomicose, uma
vez que o pré-tratamento de conidios com as proteinas da matriz extracelular diminuiram a capacidade

do fungo de estabelecer doenca em modelo animal de infeccao (GONZALES et al., 2008b).

1.5) Enzimas proteoliticas: alvo para o desenvolvimento de novos quimioterapicos com
acao antifangica:

Sao ainda pouco conhecidos os mecanismos pelos quais os patégenos fungicos disseminam-se
no hospedeiro humano, saindo de seus sitios iniciais e atingindo os diversos 6rgdos do corpo. No
entanto, parece imprescindivel, para o sucesso do processo infeccioso, que os fungos reconhecam e/ou
degradem moléculas chaves do hospedeiro, como por exemplo, as proteinas de matriz extracelular ou

mesmo as proteinas geradas como consequéncia da ativacdo da resposta imune hospedeira. Sem
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davida, as enzimas proteoliticas desempenham, nestas situagdes, papel relevante e critico (CUTLER,
1991; HUBE, 2000; MONOD et al., 2002; NAGLIK et al., 2003; YANG, 2003).

As peptidases, proteases ou peptido-hidrolases (E.C. 3.4) sdo enzimas hidroliticas dotadas da
capacidade de clivar ligagdes peptidicas gerando proteinas integras e/ou funcionais, fragmentos
protéicos ou aminodcidos livres, como consequéncia da hidroélise total do substrato protéico (Fig. 5)
(RAO et al., 1998; BARRETT, RAWLINGS & O’BRIEN, 2001; MONOD, 2008). Estas enzimas sao classificadas
com base em trés critérios principais, sdo eles: tipo de reacdo catalisada, natureza quimica do sitio

catalitico e relagdes evolutivas pautadas na estrutura (BARRET, 1994; RAO et al., 1998).

Ligagdo peptidase - substrato

’ Estrutura tercidria
'3 a

A
Mecanismo de agdo
u{? o b
Y. WY ..
o v
B

Sitio Ativo

Sitio catalitico

S; S 5 l S’y 8, 5

Peptidase
Proteina

Pi PZ Pl P” 3 P’ 2 P’l

.—.—. m Produto de clivagern
P; P> P Py P P

Figura 5: (A) Esquema geral da ligacdo do substrato (rosa) ao sitio ativo de uma peptidase (vermelho). (B)
Mecanismo de agdo de uma peptidase (cinza) apds ligagdo do substrato (verde) e consequente formagdo do
produto (azul e laranja). (C) Ligacdo dos aminoacidos do sitio ativo da peptidase (S'1-S3) aos aminoacidos
especificos do substrato (P’1-P3). (D) Exemplo ilustrativo da estrutura tercidria de uma enzima, com sitio ativo
evidenciado. = Fontes: ~ Adaptado de BOND &  BUTLER (1987) e  MEROPS  database
(http:/ /www.merops.sanger.ac.uk).

32



Em funcdo do primeiro critério, as peptidases sdo classificadas como endopeptidases (E.C.
3.4.21-99) ou exopeptidases (E.C. 3.4.11-19), classificacdo esta que se da em funcdo do local da hidroélise
na cadeia polipeptidica. As enzimas capazes de clivar ligacdes peptidicas no interior das cadeias sdo as
chamadas endopeptidases, sendo também denominadas proteinases, ao passo que, as que clivam
somente as ligacOes peptidicas localizadas nas extremidades das cadeias sdao denominadas
exopeptidases. Se a hidrdlise ocorre no terminal amino da cadeia polipeptidica, a peptidase é
denominada aminopeptidase, dipeptidil peptidase ou tripeptidil peptidase, se hé liberacao de um, dois
ou trés aminoacidos, respectivamente, da por¢do N-terminal. De forma similar, caso a hidrélise ocorra
no terminal carboxi, a peptidase passa a ser denominada de carboxipeptidase, peptidil peptidase ou
dipeptidases (MCDONALD, 1985; BARRETT, 1986; MONOD, 2008). De acordo com o segundo critério, a
classificagdo das peptidases é feita com base nos grupamentos quimicos funcionais localizados no sitio
ativo das enzimas. A partir destes, sao determinadas seis subclasses principais no que diz respeito as
endopeptidases. As subclasses sdo: aspartico, metalo, serina, cisteina, treonina e glutdmico peptidases.
As exopeptidases, por sua vez, foram alocadas em trés subclasses: serina, metalo e cisteina
carboxipeptidases. Algumas enzimas proteoliticas ndo se encaixam em nenhuma destas subclasses e
formam o grupo 3.4.99, de mecanismo catalitico desconhecido (BARRETT, RAWLINGS & O’BRIEN, 2001)

(Fig. 6).

Proteases

N

exopeptidases endopeptidases
aminopeptidases Np-#-0-0-0-0-0- COOH serina peptidase

cisteina peptidase
aspdrtico peptidase
metalo peptidase

‘ﬁpq’ﬁdil P@ﬁdmﬁ' NH®-e-0-0-0-0- COOH

tripeptidil peptidases 11i-e-e-e-c-o-0- COOH

carboxipeptidases NH-0-0-0-0-8-8-COOH gktfaf.mca pep.tldase
treonina peptidase
peptidil dipeptidases 11;0-0-0-0-8-e-COCH
dipeptidases INH-®-®-COOH NH,~0-0-8-8-0-0- COOH

Figura 6: Esquema da classificacdo das peptidases quanto ao tipo de reacdo catalisada e a natureza quimica do
sitio ativo (adaptado de BOND & BUTLER, 1987).
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Levando em conta o terceiro critério, a analise da sequéncia de aminoacidos das peptidases
permite estabelecer as relacdes evolutivas existentes entre estas; a identificacdo de similaridades
estruturais reflete importantes correlacdes entre mecanismos cataliticos e outras propriedades
(BARRETT, 1994). Através dessas andlises comparativas, é possivel determinar semelhancas funcionais e
estruturais entre peptidases desconhecidas e outras bem caracterizadas.

Além dos critérios principais supracitados, as peptidases podem ter sua classificacao baseada em
suas propriedades fisico-quimicas, como: pH o6timo de atividade (peptidases &cidas, neutras ou
alcalinas), sensibilidade a inibidores proteoliticos, modulagdo por ions metais e capacidade de degradar
proteinas especificas (Ex: elastase = degradacdo de elastina / colagenase = degradagdo de colageno).
Vale a ressalva de que a classificacdo mais satisfatéria tem como base os importantes grupamentos
quimicos presentes no sitio ativo da enzima proteolitica (ROOSE & VAN NOORDEN, 1995; RAO et al., 1998;
BARRETT, RAWLINGS & O'BRIEN, 2001).

A classificagdo e a nomenclatura das peptidases podem ser encontradas na base de dados
“MEROPS”. Esta base de dados indica a classificacdo de uma enzima proteolitica com base na sua
estrutura e perfil de inibicdo. Sendo assim, as peptidases sdo agrupadas em familias com base na
homologia da sequéncia de aminoacidos. Para que uma peptidase seja alocada em determinada famidlia,
esta deve apresentar similaridade com a sequéncia de aminoacidos da unidade de peptidase (parte da
enzima responsdvel pela atividade de hidrolase) da enzima representativa daquela familia. Cada
familia de peptidase é representada por uma letra, que indica o tipo de catélise realizada, e um ndmero
¢ adicionado sequencialmente. Familias que apresentam origens evolutivas relacionadas sdo
organizadas em clas, classificacdo realizada de acordo com a estrutura das enzimas que compdem tais
familias. O cla é representado por duas letras: a primeira indica o tipo de mecanismo catalitico e a
segunda é adicionada sequencialmente. As letras usadas sdo ‘A’ (aspértico), ‘C’ (cisteina), ‘M’ (metalo),
‘S’ (serina), “T” (treonina) ou ‘U’ (tipo desconhecido) (RAWLINGS & BARRETT, 2000; BARRETT, RAWLINGS &
O’BRIEN, 2001, RAWLINGS et al., 2002, 2004a e 2004b; BARRET, TOLLE & RAWLINGS, 2003).

De modo significativo, enzimas pertencentes a esta classe de moléculas (a classe das peptidases)
regulam a maioria dos processos fisiologicos nos diferentes organismos, regulagdo esta que se da por
meio do controle da ativacdo, da sintese e da circulacdo de todas as proteinas. Fatores genéticos e
ambientais podem vir a desestabilizar o balanco dos fatores fisioloégicos regulados pelas peptidases e
isso pode culminar com o desenvolvimento de caracteristicas anormais, com a ocorréncia da debilidade
da satide do organismo e até mesmo com o desenvolvimento de doencas, podendo estes processos
culminarem em morte. Por outro lado, as peptidases sdo também essenciais para a

replicagdo/transmissdo e para o sucesso do processo infeccioso de virus, bactérias, fungos e outros
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microrganismos patogénicos causadores de doencas em humanos e outros mamiferos (ABBENANTE &
FAIRLIE, 2005). Em consequéncia, é correto afirmar que as peptidases sdao moléculas reguladoras de
inimeros processos que acontecem desde o nascimento até a morte de um organismo, dentre os quais:
metabolismo protéico, remodelacdo tecidual, regulacdo do ciclo celular, proliferacdo, diferenciacdo e
morte celular. As peptidases participam ativamente dos processos infecciosos causados pelos diferentes
microrganismos, participando neste caso de eventos como: adesdo, invasdo, nutricdo, escape,
proliferacdo e diferenciacao celular, (MCKERROW, 1989; RAO et al., 1998; HUBE, 2000; HOOPER, 2002;
MONOD et al., 2002; DASH et al., 2003; ABBENANTE & FAIRLIE, 2005; VERMELHO et al., 2007).

Assim, com base na importancia das peptidases nos estados de satide e doenca, bem como na
patogénese microbiana, seu estudo como alvo em potencial de novas substancias com fins terapéuticos
foi proposto e, nesse dmbito, os inibidores proteoliticos tém surgido como moléculas promissoras
(MCKERROW et al., 1993; ABAD-ZAPATERO et al., 1996; PORTER & SCULLY, 1998; HUBE, 2000; MUNRO &
HUBE, 2002; ABBENANTE & FAIRLIE, 2005; VERMELHO et al., 2007).

Inibidores proteoliticos sdo moléculas que, por meio de sua ligacdo as peptidases, atuam
impedindo a atividade hidrolitica destas enzimas. A inibicdo da atividade proteolitica pode ocorrer por
meio de dois mecanismos: reagdes reversiveis (ou “reversible tight-binding reactions”) e reac¢des
irreversiveis (ou “irreversible trapping reactions”) (RAWLINGS et al., 2004). No primeiro caso hé a ligacdo
direta do inibidor ao sitio ativo da enzima; sendo esta uma reagdo reversivel, é possivel que o inibidor
venha a dissociar-se do sitio catalitico da peptidase podendo, apds a dissociagdao, o inibidor se
apresentar tal qual antes da ligagdo a enzima ou tendo sofrido alguma modificagdo por agdo da enzima.
Caso tenha sido mantido integro, o inibidor poderd participar de novas reacdes. No caso das
peptidases, apos a dissociagdo do inibidor de seu sitio ativo, estas também estardo aptas a atuar em
novas reacdes enzimaticas. No segundo caso, os inibidores atuam alterando a conformagdo da enzima,
evento que se da pela permanéncia do inibidor covalentemente ligado a esta; neste caso nem o inibidor
e nem a enzima podem participar de novas reagdes (FEAR, KOMARNYTSKY & RASKIN, 2007).

Os inibidores proteoliticos podem ser agrupados e classificados de acordo com diversos
critérios, os quais incluem estrutura da molécula, especificidade e origem. De acordo com o primeiro
critério os inibidores podem ser alocados em dois grandes grupos: o grupo dos inibidores
peptidomiméticos de baixa massa molecular e das proteinas inibidoras de peptidases, sendo este
arranjo baseado em sua dicotomia estrutural (FEAR, KOMARNYTSKY & RASKIN, 2007). Levando em conta
o segundo critério, os inibidores podem ser também agrupados de acordo com sua especificidade,
havendo aqueles que reagem com mais de uma classe de peptidase, os que sdo especificos para uma

Unica classe e aqueles que possuem elevada especificidade por uma tnica peptidase (BEYNON & BOND,
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1989). Por fim, considerando-se o terceiro e ultimo critério, os inibidores proteoliticos podem ser
divididos em inibidores naturais e sintéticos de acordo, obviamente, com a origem da molécula. Os
naturais possuem funcdes importantes na regulacdo poés-traducional da atividade proteolitica em
microrganismos e em seus hospedeiros (LUSTIGMAN et al., 1992). Os inibidores sintéticos, por sua vez,
sao utilizados como importantes ferramentas na subclassificagdo das peptidases em seus quatro
principais grupos (serina, cisteina, metalo e aspartico peptidases) (BARRETT, 1996).

Na pratica, como agentes terapéuticos, os inibidores proteoliticos vém sendo pesquisados e/ou
aplicados no tratamento de diferentes processos patolégicos, os quais incluem: canceres (SHAW et al.,
1990; CRAIK et al., 1995; DE VIZCAYA-RUIZ et al., 2000; ZHOU et al., 2002), desordens inflamatoérias e
respiratérias (TANAKA et al., 1995; FATH et al., 1998), disfuncdes cardiovasculares (como a hipertensao
arterial) (KLEINERT et al., 1992; HOOVER et al., 1995; SIMONEAU et al., 1999) e neurodegenerativas (por
exemplo, mal de Alzheimer) (VASSAR et al., 1999; HONG et al., 2002; TRINCHESE et al., 2008; TOMITA et al.,
2009) (Tabela 1).

Foram demonstrados também, efeitos benéficos dos inibidores proteoliticos em doencas de
origem microbiana. Efeitos desta natureza foram observados em tripanossomiases (CAZZULO, STOKA &
TURK, 2002; VERMELHO et al., 2007, TRUDEL et al., 2008), em infecgdes virais como a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (DARKE & HUFF, 1994; DASH et al., 2003) e o herpes (GIBSON & HALL,
1997) e até mesmo em infec¢des fungicas importantes como a candidiase, a criptococose (ABAD-
ZAPATERO et al., 1996; KORTING et al., 1999; GRUBER et al., 1999; MATA-ESSAYAG et al., 2000; BERKTIE et al.,
2001; DE BERNARDIS, SULLIVAN & CASSONE, 2001; VAN BURIK & MAGEE, 2001; BLASI et al., 2004;
CASOLARI et al., 2004; MONARI et al., 2005) e a cromoblastomicose (PALMEIRA et al., 2006, 2008). No
entanto, sem sombra de duavidas, dentre os muitos exemplos citados, o exemplo mais notavel da
aplicacao de inibidores proteoliticos no tratamento de doengas infecciosas é o caso da introdugado dos

inibidores de aspartico peptidases do HIV (IP-HIV) utilizados no tratamento da AIDS (HO et al., 1995).
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Tabela 1: Exemplos de inibidores proteoliticos como quimioterapicos aplicados ou em potencial.

Protease Alvo

Fungdo

Doenca

Inibidor e Fase

infarto do miocdrdio

Teste
Protease do HIV 1 Replicacdo viral AIDS Crixivan; disponivel
Renina Geracdo de angiotensina | Hipertensdo Pré-clinica
Trombina Coagulacdo sanguinea AVC, coagulo sanguineo, Argatroban; fase Il

Elastase de neutrdfilo

Clivagem de elastina durante

Inflamacdo, doenca

-658,758; fase |

humano a fagocitose pulmonar
Triptases Fagocitose Asma APC366; fase Il
C5/C3 convertases Afivacao do sistema Inflamacdo FUT-187; fase |l
complemento
Catepsina K Reabsorcdo dssea Osteoporose APC 3328; pre-

clinica

Protease 3C de

Replicacdo viral

Gripe comum

AG7088; pré-clinica

Rinovirus
. Trandolapril,
Enzima conversora de - . . . - . .
. ; Geracdo de angiotensina |l Hipertensdo enalapril, captopril;
angiotensina - ;
disponivel

Metalopeptidases de
matriz extracelular

Reconstrucdo da matriz
extracelular

Inflamacgdo, céncer,
distrofia muscular

Marimistat; fase lll

Enzima conversora de
TNF-o0

Liberacdo de TNF-a

Artrite, esclerose multipla

Pré-clinica

Adaptado de LEUNG, ABBENANTE & FAIRLIE, 2000

Outros compostos que demonstram ter um potencial terapéutico contra infecgdes microbianas
sao os agentes quelantes. Muitos desses agentes quelantes sdo potentes inibidores de metalopeptidases,
porém podem afetar também outros processos vitais, uma vez que tém a capacidade de sequestrar ions
essenciais para a atividade de varias enzimas existentes em uma célula, ndo apenas as
metalopeptidases. Por exemplo, o EDTA é conhecido por ter atividade contra a formagao de biofilmes
de bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus (RAAD et al., 2002). Além disso, o EGTA e a 1,10-
fenantrolina demonstraram efeito bactericida contra Streptococcus do grupo B e também se mostraram
eficazes em inibir a interagdo desta bactéria com células hospedeiras (SOARES et al., 2008).

Compostos complexados com metais de transi¢ao sao utilizados na clinica no combate ao cancer
ja ha algum tempo. Podemos citar como exemplo a cisplatina, que é uma droga muito utilizada no

combate ao cancer de testiculo e apresenta indices de 70 a 90% de cura (MANSANO et al., 2002).
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Entretanto, varios estudos tém demonstrado que inibidores de peptidases complexados com metais de
transicdo vém surgindo como uma nova alternativa no combate as infec¢des fingicas (MCCANN et al.,
2000; COYLE et al., 2003; MCCANN et al., 2004; ESHWIKA et al., 2004). MCCANN e colaboradores (2004)
sintetizaram a partir de 1,10-fenantrolina, um quelante de zinco e conhecido inibidor de
metalopeptidases, trés novos compostos: 1,10-fenantrolina-5,6-dione (fendio), Ag(fendio),]CIOs (Ag?*-
fendio) e [Cu(fendio)s](ClO4),.4H,O (Cu?*-fendio). Neste estudo foi observado que os compostos
derivados de 1,10-fenantrolina sdo mais eficazes em matar C. albicans do que a 1,10-fenantrolina,
inibindo o crescimento das leveduras em 95% na concentracdo de 5 pg/ml. Foi também descrito que o
uso de fendio ou Ag?*-fendio provocou alteragdes drasticas na morfologia das leveduras (MCCANN et
al., 2004). Estudos sequenciais mostraram que Cu?*-fendio e Ag2*-fendio alteraram a susceptibilidade
das leveduras ao miconazol e a anfotericina B (ESHWIKA et al., 2004). Leveduras crescidas em
concentragdes subinibitérias do Cu?*-fendio apresentaram uma diminui¢do na susceptibilidade ao
miconazol e a anfotericina B, enquanto que as leveduras crescidas em concentragdes subinibitérias de
Ag?*-fendio se mostraram mais susceptiveis a agdo dos antifingicos. O tratamento das leveduras com o
derivado Cu?*-fendio reduziu o consumo de oxigénio pelas leveduras, mas exacerbou esse processo nas
células tratadas com o derivado Ag2*-fendio. Finalmente, o derivado Cu?*-fendio causou redugdo na
sintese de ergosterol pelas leveduras, enquanto o tratamento com o derivado Ag2*-fendio causou efeito

oposto (ESHWIKA et al., 2004).

1.6) Secrecao de moléculas em fungos e sua importancia na interacao com o hospedeiro

A secrecao de moléculas por fungos tem um papel importantissimo na biologia celular do
organismo, seja para nutricdo ou para disseminacdo no caso de fungos patogénicos. Muitas dessas
moléculas secretadas sdo proteinas e/ou enzimas que tém recebido atencao da comunidade cientifica,
pois muitas delas tém potencial para serem utilizadas em processos industriais e outras sao fatores de
viruléncia, que podem ser alvos para o desenvolvimento de novos farmacos a serem utilizados em
quimioterapias alternativas (KARKOWSKA-KULETA, RAPALA-KOZIK & KOZIK, 2009).

Em geral, a producdo de enzimas hidroliticas auxilia os microrganismos nos processos
infecciosos invasivos por meio da geragdo de danos teciduais e as membranas celulares hospedeiras, o
que pode culminar com a transposi¢cdo da membrana basal e a consequente disseminagdo microbiana
(VAN BURIK & MAGEE, 2001; SCHALLER et al., 2005). Em sua maioria, as barreiras estruturais do
hospedeiro sdo compostas por proteinas. Além disso, as enzimas proteoliticas também participam de

outros mecanismos associados a viruléncia dos patégenos, como a eliminacdo e/ou escape de
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mecanismos de defesa do sistema imune do hospedeiro (por exemplo, através da degradacdo de
imunoglobulinas, componentes do sistema complemento e peptideos antimicrobianos) e a obtencao de
nutrientes necessarios ao desenvolvimento microbiano e a sobrevivéncia no tecido (HUBE, 2000; NAGLIK
et al., 2003). Neste contexto, diversas hidrolases secretadas ja foram descritas para vérios patégenos
fangicos, dentre as quais: fosfolipase B (PLB) em C. neoformans (SANTANGELO et al., 2004; GANENDREN et
al., 2006), uma serina-tiol peptidase em P. brasiliensis (VICENTINI et al., 1994); catalase B e superdxido
dismutase em H. capsulatum (ALBUQUERQUE et al., 2008); uma metalopeptidase em Coccidioides posadasii
(HUNG et al., 2005); B-galactosidase e a-amilase em A. oryzae (ODA et al., 2006); aspartico peptidases em
A. fumigatus (aspergilopepsina F e CtsD) (LEE & KOLATTUKUDI, 1995; VICKERS et al., 2007), P. brasiliensis
(TACCO et al., 2009), C. neoformans (PINTI et al., 2007) e Candida albicans (SANGLARD et al., 1997; HUBE,
2000; NAGLIK et al., 2003; ALBRECHT et al., 2005; SCHALLER et al., 2005).

De modo mais detalhado, com o objetivo de ressaltar a importancia das peptidases secretadas na
interacdo entre o microrganismo invasor e o hospedeiro, podemos citar a producdo de serina e
metalopeptidases secretadas por C. neoformas (RODRIGUES et al., 2003; EIGENHEER et al., 2007) e de
aspdrtico peptidases em Fonsecaea pedrosoi (PALMEIRA et al., 2006; 2008) e em C. albicans (SANGLARD et al.,
1997; HUBE, 2000; NAGLIK et al., 2003; SCHALLER et al., 2005; ALBRECHT et al., 2006). No que diz respeito a
C. neoformans, RODRIGUES e colaboradores (2003), inicialmente, demonstraram a ocorréncia de proteinas
ligadoras de fibronectina neste patégeno fungico. Diversas andlises subsequentes demonstraram, no
entanto, que esta ligacao ocorria de forma reduzida, o que sugeriu uma baixa capacidade do fungo de
se ligar a referida molécula. Ratificando estes achados foi descrita a presenca de uma atividade de
serina peptidase no sobrenadante de cultivo de C. neoformans, que se mostrou capaz de clivar
fibronectina, bem como laminina e coldgeno. Esses resultados sugeriam que C. neoformans poderia
produzir enzimas extracelulares, as quais seriam capazes de auxiliar nos processos infecciosos invasivos
pela degradagcdo da membrana basal e/ou de componentes de matriz extracelular do hospedeiro
(RODRIGUES et al., 2003). Andlises protedmicas de moléculas secretadas (secretoma) realizadas por
EIGENHEER e colaboradores (2007) revelaram, dentre outras moléculas, a presenca de uma
metalopeptidase que se apresentava estruturalmente similar a uma enzima desta mesma natureza
produzida por A. fumigatus, possuindo esta tltima atividade elastinolitica (EIGENHEER et al., 2007). Esta
metalopeptidase de C. neoformans poderia ser uma enzima adicional que também auxiliaria o fungo na
transposicao das barreiras estruturais do hospedeiro.

Em F. pedrosoi, a atividade de aspartico peptidases secretadas foi identificada durante o
crescimento tanto de formas micelianas quanto de conidios do fungo em meio quimicamente definido.

Estas enzimas foram completamente inibidas por pepstatina A, um potente inibidor desta classe de
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peptidases. As enzimas secretadas possuiam parametros bioquimicos distintos, como exemplo pH
6timo, sugerindo a presenca de isoformas distintas; no entanto, degradavam soroalbumina bovina
(BSA), albumina humana (HSA), fibrinogénio, fibronectina, laminina e colageno tipo I, o que sugere a
participagdo destas enzimas em processos de invasdo e disseminagdo nos tecidos hospedeiros
(PALMEIRA et al., 2005, 2006).

C. albicans é um microrganismo que tem sua atividade proteolitica majoritariamente atribuida as
Saps; estas sdo aspdrtico peptidases secretadas resultantes da expressao de uma familia multigénica que
possui 10 membros (SAPs 1-10). As Saps de 1 a 8 sao secretadas para o meio extracelular, ao contrario
das Saps 9 e 10 que permanecem ancoradas a membrana via uma ancora de glicosilfosfatidilinositol
(GPI) (SCHALLER et al., 2005; ALBRECHT et al., 2006). As Saps estam associadas ao processo infeccioso,
uma vez que a delecdo dos genes referentes as Saps 1, 2 e 3 individualmente, assim como a delecdo dos
genes correspondentes as Saps de 4 a 6, observou-se a perda da viruléncia fingica (SANGLARD et al.,
1997, HUBE, 2000). ALBRECHT e colaboradores (2006) demonstraram, por meio da utilizagdo de cepas
mutantes, que ao contrdrio das demais enzimas da familia, as Saps 9 e 10 parecem possuir papel mais
relevante na integridade da superficie celular e na separagao das células filhas durante o brotamento do
que no processo patologico propriamente dito. Apesar da maioria dos estudos relacionados a
peptidases em Candida terem como alvo as Saps, COSTA e colaboradores (2003) descreveram pela
primeira vez que estas leveduras eram capazes de produzir e secretar para o meio extracelular metalo e
serina peptidases quando cultivadas em meio complexo. SANTOS & SOARES (2005) demonstraram que
uma espécie de Candida nao-albicans, C. guillermondii, isolada de um individuo soropositivo para o HIV,
era capaz de secretar uma serina peptidase de 50 kDa com capacidade de hidrolisar proteinas presentes
no soro humano e componentes da matriz extracelular. SANTOS e colaboradores (2006) descreveram que
cepas clinicas de C. albincans também secretavam uma serina peptidase de 50 kDa com amplo espectro
de degradacao sobre diferentes substratos protéicos. Um estudo mais recente, realizado com C. lipolytica
e C. rugosa, isoladas do sangue de pacientes com leucemia e anemia falciforme, respectivamente,
demonstrou a ocorréncia de serina e metalopeptidases, cuja deteccdo variou de acordo com o meio de
cultivo utilizado (DE MELO et al., 2007).

O conhecimento sobre a secrecao de moléculas, bem como sobre suas fungdes e implicacdes, é
limitado em Pseudallescheria/Scedosporium. A literatura envolvendo a deteccdo e caracterizacdo de
moléculas desta natureza produzidas por este patégeno fungico contempla, sobretudo, as enzimas
hidroliticas pertencentes a classe das peptidases.

As primeiras evidéncias da expressao de peptidases no complexo Pseudallescheria/Scedosporium

foram geradas por LARCHER e colaboradores (1996), que isolaram uma serina peptidase secretada por S.
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apiospermum com massa molecular aparente de 33 kDa e pI 9,3. Essa enzima apresentou atividade 6tima
em pH 9,0 a 37°C e capacidade de hidrolisar fibrinogénio humano, o que sugeria sua acdo como
mediador de inflamagdes broncopulmonares cronicas. Estes resultados sdo similares aos previamente
descritos para uma peptidase secretada por A. fumigatus isolado de pacientes com fibrose cistica
(LARCHER et al., 1992).

Nosso grupo descreveu uma nova classe de peptidase secretada por formas micelianas de P.
boydii (SILVA et al., 2006). Os resultados mostraram que formas de micélio de P. boydii foram capazes de
secretar uma peptidase de 28 kDa durante treze dias de cultivo em meio Sabouraud, sendo a maxima
producdo enzimatica detectada no sétimo dia de cultivo. A peptidase encontrada mostrou-se ativa em
pH acidico e teve sua atividade completamente inibida por 1,10-fenantrolina, um conhecido inibidor de
zinco-metalopeptidases. Esses resultados foram extendidos através de andlises que incluiram a
modificacao das condigdes de cultivo para a secregdo de peptidases, uma vez que mudangas nos
parametros de crescimento poderiam afetar a expressao e/ou producao destas enzimas (PALMEIRA et al.,
2005; SANTOS et al., 2006). Em ensaios de secrecdo em PBS suplementado com glucose (SILVA et al.,
2006b), observamos que polipeptideos de 28 e 35 kDa apresentaram atividade proteolitica em pH &cido
(5,5) susceptiveis a inibi¢ao por 1,10-fenantrolina. Na auséncia de metais divalentes, as duas enzimas
proteoliticas eram incapazes de promover a degradacdo de substrato protéico. No entanto, ap6s a re-
suplementagdo de metais como cobre, zinco, magnésio, manganés e calcio obtinha-se a restitui¢do das
atividades enzimaticas (SILVA et al., 2006b). Ambas as metalopeptidases (28 e 35 kDa) foram capazes de
degradar diferentes substratos protéicos, incluindo proteinas séricas (albumina, hemoglobina e IgG) e
componentes de matriz extracelular (fibronectina e laminina). Esses dados sugeriam uma funcdo para
estas enzimas no escape da resposta imune do hospedeiro e/ou nas etapas de disseminagdo do fungo
(SILVA et al., 2006Db).

E sabido que enzimas hidroliticas possuem também papel essencial na biologia celular dos
fungos, incluindo regulacdo do ciclo celular, nutri¢do, diferenciacdo e crescimento celular (SCHALLER et
al., 2005). Nesse sentido, é de grande relevancia o estudo do possivel papel das peptidases como
ferramentas importantes na biologia celular do P. boydii bem como, a possivel aplicagdo de inibidores

proteoliticos como tentativa de tratamento para infec¢des causadas por essa espécie.
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2) OBJETIVOS:

2.1) Objetivos gerais:

Usando P. boydii como modelo, sdo nossos objetivos:

2.1.1. Investigar o efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre crescimento,
morfologia, expressdao de moléculas de superficie, formacdo de biofilme, atividade de
metalopeptidase secretada e eficiéncia de interacdo com células hospedeiras, bem como

avaliar o efeito citotoxico destes compostos sobre células animais in vitro e in vivo.

2.1.2. Identificar por abordagem protedmica as moléculas secretadas por este fungo.
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2.2) Objetivos especificos:

PARTE I: Avaliacdao do efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados em eventos da
biologia de P. boydii:
> Estudar a influéncia de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre: a viabilidade celular, a
diferenciacdo celular, a capacidade do fungo em aderir a superficie abittica, a expressao
de moléculas de superficie, a atividade de metalopeptidase secretada e a interacdo com
células de mamiferos;
> Avaliar o efeito antifangico sinérgico de 1,10-fenantrolina e seus derivados com
antiftingicos utilizados na clinica;
» Auvaliar a citotoxicidade de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre diferentes linhagens

celulares e em camundongos suicos albinos.

PARTE II: Detectar a presenca de moléculas ligadoras de fibronectina em P. boydii:
> Avaliar a presenca de moléculas ligadoras de fibronectina em P. boydii, através de
citometria de fluxo, imunoblotting e técnicas microscopicas;
» Avaliar a importancia destas moléculas na interagdo de P. boydii com células de

mamiferos.

PARTE III: Andlise protedomica de moléculas secretadas por formas micelianas de P.
boydii:
> ldentificar as proteinas secretadas por P. boydii, através de gel 2D e sequenciamento por

espectrometria de massas.
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3) MATERIAL E METODOS

» PARTE I: Avaliacao do efeito de 1,10-fenantrolina e de seus derivados em

eventos da biologia de P. boydii:

3.1) Microrganismos e condicdes de cultivo:

No presente trabalho foi utilizado o fungo Pseudallescheria boydii, cepa HLPb. Esta cepa foi
cedida pelo Dr. Bodo Wanke, do Hospital Evandro Chagas da Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Brasil. Este fungo foi isolado de um paciente portador de micetoma micético. A cultura foi mantida em
tubos de rosca contendo 5 ml de meio Sabouraud-modificado sélido inclinado (2% de glucose, 1% de
peptona, 0,5% de extrato de levedura e 1,5% de 4gar) através de repiques mensais e incubagdo a

temperatura ambiente (PINTO et al., 2001).

3.2) Obtenc¢ao do micélio:

Apos o crescimento em meio sdlido, as células foram inoculadas em Erlenmeyers de 500 ml
contendo 200 ml de meio Sabouraud-modificado liquido. Apés incubacao a temperatura ambiente
durante 7 dias, sob agitagdo, o micélio foi obtido por filtracdo a vacuo, em funil Biichner e lavado com

PBS (NaCl 150 mM; tampao fosfato de s6dio 20 mM, pH 7,2).

3.3) Obtencao dos conidios:

Os conidios foram obtidos em placa de Petri contendo meio Sabouraud-modificado apés 7 dias
de cultivo a temperatura ambiente. Apds este periodo, as suspensdes de conidios foram obtidas através
da raspagem das placas de Petri utilizando-se 5 ml de PBS estéril, pH 7,2. O material foi filtrado em
gaze e lavado trés vezes com PBS por centrifugacdo (6000 rpm, 10 min). O namero de conidios, em cada
preparacao obtida, foi determinado por contagem em cdmara hematocitométrica de Neubauer (PINTO et

al., 2001).

3.4) Obtencao dos extratos celulares:
Apbs filtragdo em papel de filtro (Whatman 1), aproximadamente 1 g (peso iimido) de massa
celular de micélio foi ressuspenso em 1 ml de tampao de lise (PBS 10 mM, pH 7,2; 1% Triton X-100). A

essa mistura foi adicionada, aproximadamente 1 g de pérolas de vidro e, em homogeneizador mecanico
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de células, foram realizados 15 ciclos de 2 min, alternados com banhos de gelo. Posteriormente, a
amostra foi centrifugada a 12000 rpm por 6 min e o sobrenadante foi chamado de extrato celular de
micélio. O mesmo procedimento descrito acima foi realizado com os conidios (1x108 células) de P.

boydii.

3.5) Obtencao do sobrenadante PBS condicionado:

O micélio de P. boydii foi colhido por filtracdo apds 7 dias de crescimento, lavado 3 vezes com
PBS e ressuspenso em 1000 ml de PBS suplementado com 2% de glucose (todo procedimento foi
realizado assepticamente). As células micelianas foram entdo incubadas por 20 h a temperatura
ambiente sob agitacdo constante. Depois deste periodo, as células foram removidas por filtragdo e o PBS
condicionado foi filtrado em membrana Millipore 0,22 pm. O volume de 1000 ml foi submetido a
concentracao através de sistema AMICON (AMICON, Beverly, USA), com membrana de exclusao
(“cut-off”) igual a 10 kDa em banho de gelo. O PBS condicionado foi concentrado aproximadamente 100
vezes (SILVA et al. 2006). Esse procedimento para obtencao do PBS condicionado foi repetido 4 vezes e
todos os sobrenadantes concentrados foram associados e chamados de sobrenadante final (SF). O SF foi

utilizado em todas as etapas deste estudo.

3.6) Quantificacao quimica de proteinas:
As proteinas foram quantificadas de acordo com o método descrito por LOWRY e colaboradores

(1951), utilizando-se soro albumina bovina (BSA) como solucao padrao.

3.7) Dosagem quimica da atividade proteolitica:

Para quantificar a atividade proteolitica, o correspondente a 40 pg de proteina dos extratos
celulares e do PBS condicionado foram adicionados a 240 pl de tampao Tris-HCl 50 mM, pH 5,5 e a 70
ul de uma solugao de BSA a 1%. Em seguida, as misturas de reagdo foram incubadas por 2 h a 37°C e
aliquotas de 100 pul foram retiradas das mesmas para serem adicionadas a 100 pl de Coomassie G-250 e
50 ul de agua. A leitura foi realizada, ap6s 10 min de contato das misturas de reagdo com o corante, em
espectrofotdmetro (DU série 530, Beckman) a 595 nm. Para a determinacdo da atividade total enzimatica
a absorbancia do controle foi subtraida da absorbancia do teste. Todas as misturas de reacdes e os
controles foram preparados em triplicatas (BUROKER-KILGORE & WANG, 1993). A atividade enzimética
foi definida como a quantidade de enzima necesséria para causar um aumento de 0,001 unidades na

absorbancia. Alternativamente, este ensaio foi realizado na presenca de inibidores proteoliticos. Neste
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caso, as amostras foram inicialmente incubadas individualmente com cada um dos inibidores

proteoliticos por 30 min a temperatura ambiente e, em seguida, adicionou-se o substrato.

3.8) Derivados de 1,10-fenantrolina:

Os compostos derivados de 1,10-fenantrolina (Fig. 6) utilizados no presente estudo foram
sintetizados e gentilmente cedidos pelo Dr. Malachy McCann, Professor Titular do Departamento de
Quimica da National University of Ireland. Os compostos foram solubilizados em dimetilsulféxido

(DMSO). Solugdes estoques na concentracao de 10 pg/ml foram preparadas e estocadas no congelador.
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Fig 6: Estrutura quimica da 1,10-fenantrolina e seus derivados. Fonte: MCCANN et al., 2004.

3.9) Analise da influéncia de 1,10-fenantrolina e seus derivados na viabilidade celular
das formas conidianas de P. boydii:

Com a finalidade de verificar o efeito destes compostos no crescimento celular de P. boydii,
conidios (1x10%) foram incubados na auséncia ou na presenca de 1,10-fenantrolina, fendio, Cu?*-fendio e
Ag?+-fendio, em concentragdes que variaram de 0,001 a 1 pg/ml por 16 h a temperatura ambiente. Dois
sistemas controles foram confeccionados: em um deles, a suspensdo fangica foi incubada em meio de
cultura suplementado com PBS e o segundo controle consistiu da suplementacdo do meio de cultura
com DMSO, diluente das drogas, na maior concentracdo utilizada para solubilizagdo dos compostos

derivados de 1,10 fenantrolina. Apés a incubagdo nas condi¢des descritas acima, os conidios foram
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lavados trés vezes com PBS e plaqueados em placas de Petri contendo dgar Sabouraud. Apés 7 dias,

avaliou-se o nimero de unidades formadoras de colonias (UFC).

3.10) Analise da influéncia de 1,10-fenantrolina e seus derivados no crescimento celular
das formas micelianas de P. boydii:

Com a finalidade de verificar o efeito dos compostos no crescimento de micélio de P. boydii,
conidios (1x10%) foram incubados em placa de 96 pocos contendo caldo Sabouraud por 48 h a
temperatura ambiente, para a total diferenciacao de conidios a micélio (SILVA et al., 2009). Apoés o
periodo de diferenciacdo foram adicionados aos pocos: 1,10-fenantrolina, fendio, Cu?*-fendio e Ag?*-
fendio, em concentracdes que variaram de 0,001 a 0,1 pg/ml. Os sistemas foram mantidos por 16 h a
temperatura ambiente e posteriormente lavados trés vezes com PBS. As células foram entao inoculadas

em agar Sabouraud para contagem de UFC ap6s 7 dias de crescimento.

3.11) Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre a diferenciacao celular de P.
boydii:

Com a finalidade de verificar o efeito dos compostos sobre o processo de diferenciacao celular
de P. boydii, 5x10¢ conidios foram incubados na auséncia (controle) ou na presenca de 1,10-fenantrolina
e seus derivados, em diferentes concentracdes (0,001 a 1 pg/ml), por 24 h a temperatura ambiente em
meio Sabouraud (SILVA et al., 2009). Decorrida a incubagdo, os sistemas foram lavados trés vezes com
PBS e, em seguida, analisados através de microscopia Optica para verificar a diferenciacdo celular
(transformagdo de conidios a micélio) (PINTO et al., 2001; SILVA et al., 2009). Como um controle de
viabilidade celular, os sistemas foram também plaqueados em &dgar Sabouraud para verificacdo do

crescimento celular.

3.12) Padronizacao da formacao de biofilme por P. boydii em uma superficie abiética:
Uma vez que ndo estava estabelecida a capacidade de P. boydii de formar agregados celulares em
superficies inertes, foi realizado inicialmenteo um ensaio onde se variou a concentracao do in6culo (102
a 107 conidios) e o tempo de incubagdo (24 a 72 h) para determinacdo de adesdo a placas de poliestireno.
Os conidios foram adicionados a placas de 96 pocos e, ap6s os periodos de incubacdo descritos acima,
os pogos foram lavados trés vezes com PBS e incubados com o corante cristal violeta a 5% a temperatura
ambiente por 5 min. Apds o tempo de coloracdo, os sistemas foram lavados trés vezes com agua

destilada para remocao do excesso do corante e procedeu-se a descoloracao com etanol absoluto por 5
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min. Posteriormente, o etanol foi transferido para outra placa de 96 pocos e a absorbancia mensurada a

570 nm em leitor de ELISA (RAVI et al., 2008).

3.12.1. Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre a formacao de biofilme
por P. boydii:

Apo6s a padronizacao escolheu-se a densidade de 10¢ conidios e o tempo de 48 h de
incubagdo. Foram realizados trés ensaios diferentes para avaliar o efeito dos compostos na
formacdo do biofilme de P. boydii. Em todos os ensaios, os compostos foram utilizados na
concentracdo subinibitéria de 0,1 pg/ml. No primeiro, 106 conidios foram pré-tratados com 1,10-
fenantrolina e seus derivados por 20 h e, depois, os sistemas foram adicionados em placas de 96
pocos. No segundo ensaio, os conidios foram incubados com 1,10-fenantrolina e seus derivados
durante todo o tempo de formacgao do biofilme (48 h). No terceiro ensaio, apds 48 h de formagao
do biofilme, 1,10-fenantrolina e seus derivados foram adicionados aos sistemas por 20 h
adicionais. Apés os periodos de incubacdo citados acima, procedeu-se a coloracdo com cristal

violeta e posterior leitura como descrito no item anterior.

3.13) Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na interacdo de conidios de P. boydii

com macroéfagos peritoneais de camundongo:

3.13.1. Obtencao de macrofagos peritoneais de camundongo:

Os camundongos foram, inicialmente, estimulados (por injecdo intraperitoneal) com
solucdo de tioglicolato de s6dio a 3%. Apds 72 h, os animais foram mortos em cdmara de COz e
meio de cultivo RPMI gelado foi injetado na regido intraperitoneal. O RPMI injetado foi
recuperado por puncdo intraperitoneal e o volume obtido foi centrifugado. O sedimento,
correspondente as células, foi ressuspenso em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e, em seguida, adicionado a placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro. A
placa foi incubada por um periodo de 30 min a 37°C em atmosfera de CO,. Apods a incubacao
foram realizadas trés lavagens para remocao das células ndo aderidas e foi feita a contagem do
numero de células por pogo em microscopio invertido. A placa com as células foi, entdo,
novamente incubada a 37°C em atmosfera de CO, por 24h. Decorrido este tempo, procederam-se

os ensaios de interacao.
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3.13.2) Ensaios de interacao entre conidios de P. boydii e macr6fagos:

Com a finalidade de verificar o efeito dos inibidores de metalopeptidases sobre a
interagdo fungica com os macréfagos, suspensdes de 1x10¢ conidios/ml, em meio Sabouraud,
foram incubados a temperatura ambiente por 1 h na auséncia (controle) ou na presenca de 1,10-
fenantrolina e seus derivados em concentracdes sub-inibitérias (0,1 ng/ml). Os sistemas foram
lavados trés vezes com PBS e colocados para interagir com os macroéfagos pelo periodo de 1 h
(PINTO et al., 2001). Em seguida, os sistemas foram lavados com PBS e as laminulas contendo a
interagdo foram fixadas com Bouin por 10 min, lavadas com alcool, para retirada do excesso do
Bouin, lavadas exaustivamente com dgua destilada e coradas com Giemsa por 90 min, seguindo
bateria de acetona/xilol. Ap6s coloragdo, foi determinado o indice de associagao dos conidios as
células animais [% de células animais com fungos aderidos e/ou internalizados x (ntmero de
fungos aderidos/internalizados dividido pelo ntmero de células animais com fungos

aderidos/internalizados)].

3.14) Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na interacao de conidios de P. boydii
com fibroblastos de pulmdao humano (MRC-5) e células do epitélio pulmonar do tipo 2

(A549) :

3.14.1. Cultivo das células pulmonares:
As células MRC-5 e A549 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de
SFB e glutamina 2 mM a 37°C e 5% de CO.. Para os experimentos de interacdo com fungos, as
células foram plaqueadas na densidade 1x105 células por poco, em placas de 24 pocos

contendo laminulas de vidro.

3.14.2) Ensaios de interacao entre conidios de P. boydii e linhagens pulmonares:
Com a finalidade de verificar o efeito dos inibidores de metalopeptidases sobre a
interagdo fangica com as células pulmonares, suspensdes de 1x10° conidios/ml, em meio
Sabouraud, foram incubados a temperatura ambiente por 1 h na auséncia (controle) ou na
presenca de 1,10-fenantrolina e seus derivados em concentragdes sub-inibitérias (0,1png/ml). Os
sistemas foram lavados trés vezes com PBS e colocados para interagir com as células animais

pelo periodo de 2 h. Em seguida, os sistemas foram lavados com PBS e as laminulas contendo a
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interagdo foram fixadas com Bouin por 10 min, lavadas com alcool, para retirada do excesso do
Bouin, lavadas exaustivamente com dgua destilada e coradas com Giemsa por 90 min, seguindo
bateria de acetona/xilol. Ap6s coloragdo, foi determinado o indice de associacao dos conidios as

células animais.

3.15) Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados no tratamento de sistemas celulares
ap0s interacdo entre conidios de P. boydii e macréfagos peritoneais de camundongo:
Suspensdes de 1x10¢ conidios em DMEM foram adicionadas a placas de 24 pocos revestidas por
macrofagos peritoneais de camundongo. Depois de 2 h de interacdo celular, os sistemas foram lavados
com meio DMEM para remocdo dos conidios ndo aderidos. Os sistemas foram entdo tratados com a
1,10-fenantrolina e seus derivados na concentragdo de 5 pg/ml por 2h. Apés o tratamento, os
macréfagos foram lisados com é4gua gelada e os extratos celulares foram diluidos 1000 vezes e

plaqueados em meio Sabouraud para posterior contagem de UFC (PALMEIRA et al., 2008).

3.16) Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na expressio de moléculas de
superficie de P. boydii:

Os conidios (5%10¢) foram incubados na auséncia ou na presenca de 1,10-fenantrolina e seus
derivados como descrito no item 3.7 desta sessdo. Os sistemas foram lavados trés vezes com PBS e
incubados com a lectina Concanavalina A (Con A) conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FITC) na
concentracao de 25 ng/ml a temperatura ambiente por 1 h. Alternativamente, apés o tratamento com os
compostos inibidores de metalopeptidases, os conidios foram também incubados com 200 pug/ml de
fibronectina soltivel por 1 h e posterior incubagdo com anticorpo primario anti-fibronectina (Sigma) na
dilui¢do 1:100 também por 1 h. Os conidios foram alternativamente incubados com anticorpo anti-PRM
na concentragdo 25ug/ml a temperatura ambiente por 1 h. Os sistemas foram lavados com PBS e
incubados com anticorpo secundario IgG de coelho conjugado a FITC (Sigma) na diluicdo de 1:400 a
temperatura ambiente por 1 h. Por fim, as células foram submetidas a nova lavagem e, entdo,
examinadas no citometro de fluxo (FACS). Apods a leitura, o material restante foi centrifugado e as
células recuperadas foram utilizadas para observagdo em microscopia de fluorescéncia. Nesse sentido,
as células foram utilizadas para montar sistemas entre laminas e laminulas na presenca de n-

propilgalato.
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3.17) Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na ultraestrutura de conidios de P.
boydii:

Conidios (1X106) foram tratados ou ndo com 1,10-fenantrolina e seus derivados na concentracao
de 1 ug/ml por 16 h a temperatura ambiente. Posteriormente os sistemas foram lavados e adicionados a
placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro e incubados por 16 h a temperatura ambiente em PBS.
Posteriormente, as laminulas foram lavadas com PBS e incubadas em 0,15 M de tampa&o cacodilato de
célcio contendo 2% de paraformaldeido, 2% de glutaraldeido, pH 7,4, por 16 h. Apés a etapa de fixagdo,
as amostras foram lavadas trés vezes com 0,15 M de tampao cacodilato de s6dio. A etapa de pds-fixagdo
foi realizada por 90 min em 1 % de 6smio em 0,15 M de tampao cacodilato de sédio. Posteriormente
procederam-se as lavagens, como descrito acima, e as amostras foram desidratadas em uma série
ascendente de etanol (50, 70, 80, 95 e 100%) por 10 min cada. Em seguida, as amostras foram levadas ao
ponto critico, metalizadas com ouro coloidal e, finalmente, observadas em microscépio eletronico de

varredura.

3.18) Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na expressao de esterol em P. boydii:
Para a analise de esterol, conidios de P. boydii tratados ou ndo tradados com 1,10-fenantrolina e
seus derivados como descrito no item 3.7 desta sessdo, foram submetidos a sucessivas extracdes com
metanol-cloroférmio, de modo a promover a extracdo dos lipideos da célula. O material foi
centrifugado para descartar o precipitado, e levado a secura em nitrogénio. Apos realizagdo da particao
de Folch (1957), para as andlises da presenga de esterol, o extrato lipidico foi resolvido por
cromatografia em camada fina (HPTLC), utilizando como sistema solvente uma mistura de hexano-éter-
acido acético (80:40:2 vol/vol/vol) e revelado com uma solucao contendo 50 mg de FeCls, 90 ml de
agua, 5 ml de 4cido acético e 5 ml de acido sulfarico. Posteriormente, a placa foi aquecida a 100°C por 5
min e as bandas de esterol foram entdo visualizadas e comparadas com o padrao de ergoesterol. Os
volumes aplicados nas placas foram definidos de acordo com o nimero de células obtido em cada

sistema.
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3.19) Estudo do efeito sinérgico entre anfotericina B ou fluconazol com concentracdes

sub-inibitorias de 1,10-fenantrolina e seus derivados:

3.19.1) Efeito da anfotericina B e do fluconazol no crescimento de conidios de
P. boydii:

Com a finalidade de verificar a susceptibilidade da cepa HLPB aos antifangicos
utilizados na clinica, 1x103 conidios de P. boydii foram incubados na auséncia ou na presenca de
anfotericina B ou de fluconazol em diferentes concentra¢des (de 5 a 100 pg/ml) por 16 h a
temperatura ambiente. Apds a incubagdo, os conidios foram lavados trés vezes com PBS e

plaqueadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud. Apés 7 dias, avaliou-se o ntimero de

UEFC.

3.19.2) Estudo do efeito sinérgico:

Com a finalidade de verificar o efeito sinérgico do tratamento com os inibidores de
metalopeptidases e dos antifingicos, 1x10% conidios foram incubados na auséncia ou na presenga
de 1,10-fenantrolina e seus derivados na concentracdo sub-inibitéria de 0,001 pg/ml juntamente
com os antifingicos (anfotericina B ou fluconazol) também em concentracdo sub-inibitéria de 10
ng/ml por 16 h a temperatura ambiente. Apds a incubacado, os conidios foram lavados trés vezes
com PBS e plaqueadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud. Apés 7 dias, avaliou-se o

numero de UFC.

3.20) Determinacao do CCso dos inibidores para diferentes linhagens celulares:

O efeito dos inibidores de metalopeptidases na viabilidade de diferentes linhagens celulares,
dentre as quais células de mamiferos (primarias ou imortalizadas) e invertebrados, foi determinado
através da técnica denominada “incorporacdo de corante” (NEYNDORFF et al., 1990) com pequenas
modificagdes. A técnica consiste na incorporagdo do corante vermelho neutro pelas células vivas e sua
posterior quantificagdo por leitura em espectrofotometro, sendo entdo calculada a concentragao
citotéxica para 50% das culturas de células. As substancias, em diferentes concentra¢des (0,001 a 10
ug/ml), foram colocadas em contato com as monocamadas de células confluentes. Em seguida, as
células foram incubadas a 37°C por 24 h em ambiente contendo 5% de CO,, com excecdo da linhagem
C6/36 que foi incubada por 24 h a 28°C. Ap6s a incubacado, sem retirar o meio das microplacas, foram

adicionados 100 pl de vermelho neutro (0,01%) em cada poco e as placas foram incubadas a 37°C (28°C
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para a C6/36) por 3 h para penetragdo do corante nas células vivas. O corante foi desprezado e a
monocamada de células lavada com PBS, pH 7,2, para retirar o excesso de corante ndo incorporado as
células. Ap6s a lavagem, foram adicionados 100 pl de solucdo de formaldeido a 4% em PBS por 10 min,
para promover a fixacdo das células as placas. Em seguida, uma mistura de acido acético a 1% com
metanol a 50% foi colocada para que ocorresse o rompimento das células integras para liberacdo do
corante e solubilizacdo deste. Apoés 20 min, a leitura foi realizada em espectrofotometro em um
comprimento de onda de 492 nm. A porcentagem de células viaveis foi obtida através da comparacao
da média da densidade 6ptica (DO) do controle de células (ndo tratado) com as médias das DOs obtidas
das células tratadas com as substancias em diferentes concentracdes, sendo calculada a toxicidade para

50% das células em cultura (CCsp).

3.21) Ensaio de toxicidade aguda de 1,10-fenantrolina e seus derivados em camundongos:

Os testes de toxicidade aguda foram realizados com camundongos suicos albinos (fémeas) com
peso corporeo entre 16,4 e 28,2 g, fornecidos pelo Biotério do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de
Goes - UFR]. Os animais foram separados em grupos de cinco animais em funcdo do peso corpoéreo,
com o intuito de equalizar os efeitos por dosagem aplicada e facilitar a interpretacdo dos resultados.
Para cada concentracdo de inibidor testada foram utilizados cinco camundongos, tendo sido aplicados
volumes de 0,1 ml contendo os compostos em concentracdes que variaram de 15 a 450 mg/Kg de peso,
por meio de injecdes intraperitoniais. O grupo controle ndo recebeu injecdo e um grupo de animais
recebeu inje¢des contendo DMSO a 10% (equivalente a maior concentracdo das drogas). Apds as
injecdes, os animais foram mantidos em local arejado com ragdo e 4dgua, sob observacdo continua
durante as primeiras 5 h e, posteriormente, em intervalos de 6 a 12 h até um total de 168 h. Estes
experimentos foram realizados sob a supervisao do Prof. Dr. Alexandre Pirro da Faculdade de Farmacia

da UFR]J.

3.22) Ensaio de toxicidade cronica de 1,10-fenantrolina e seus derivados em

camundongos:

Para ente ensaio foi escolhida a concentracao dos inibidores equivalente a 45 mg/Kg de peso,
tendo sido aplicados volumes de 0,1 ml dos compostos diluidos em DMSO. Foi realizado um controle
com camundongos que ndo receberam nenhuma injecdo e um outro controle com camundongos que s6
receberam injecdo com o DMSO. As inje¢des intraperitoniais foram realizadas diariamente durante

cinco dias consecutivos. Apds as inje¢des, os animais foram mantidos em local arejado com ragdo e
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agua, sob observacao continua durante as primeiras 5 h e, posteriormente, em intervalos de 6 a 12 h até
um total de 168 h. Estes experimentos foram realizados sob a supervisdo do Prof. Dr. Alexandre Pirro
da Faculdade de Farmacia da UFR].

Em paralelo, os camundongos foram submetidos a coleta de sangue. As amostras de sangue
foram processadas e levadas ao laboratério de analises clinicas da Faculdade de Farmacia - UFR], para
a realizacdo da dosagem das enzimas hepaticas aspartato aminotransferase (TGO) e a alanina

aminotransferase (TGP), usadas como marcadores da integridade hepatica.

» PARTE II: Deteccao de proteinas ligadoras de fibronectina em P. boydii:

3.23) Determinacao do perfil de proteinas presentes nos extratos celulares de micélio e
conidio de P. boydii (item 3.4):

Para a andlise do perfil de proteinas realizou-se uma eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) a 12%, com gel de empacotamento a 3%, de acordo com
o sistema descrito por LAEMMLI (1970). As amostras foram adicionadas de 5% de B-mercaptoetanol e
aquecidas, em banho-maria, por aproximadamente 5 min, a 100°C. Aos géis foram aplicados 40 ug de
proteinas referentes a amostra e a eletroforese processada a 100 V, a 4°C. As proteinas foram reveladas
através da coloracdo dos géis com 0,2% de Coomassie brilliant blue R-250 em metanol: acido

acético:agua (50:10:40 v/v/v) ou com nitrato de prata (GONCALVES et al., 1984).

3.24) Ensaios de “Westtern blotting”:

As proteinas presentes nos extratos celulares (item 3.4) e no sobrenadante PBS condicionado
(item 3.5) de P. boydii foram separadas por SDS-PAGE 12%, como descrito no item 3.23, e transferidos
(100 V/300 mA, 2 h, 4°C) para membrana de nitrocelulose em tampdo Tris-base 25 mM, contendo
glicina 200 mM e 20% de metanol. Apés a transferéncia, as membranas foram incubadas por 24 h a 4°C
em tampao de bloqueio (PBS pH 7,2; Tween 20 a 0,1%, leite em p6 desnatado a 5%). Em seguida, as
membranas foram lavadas trés vezes por 10 min com PBS-0,1% Tween. Estas foram entdo incubadas

por 1 h, sob agitacdo, com 10 pg/ml de fibronectina; posteriormente foram lavadas trés vezes por 10
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min em PBS-0,1% Tween e incubadas com anticorpo primadrio anti-fibronectina (sigma) na diluicao de
1:1500. As membranas foram novamente lavadas trés vezes por 10 min em PBS-0,1% Tween e incubadas
com o anticorpo secundario (IgG-coelho) conjugado a peroxidase por 1 h a temperatura ambiente sob
agitacdo. Apods a incubacdo, os sistemas foram lavados trés vezes por 10 min em PBS-0,1% Tween e

finalmente, as membranas foram reveladas através de quimioluminescéncia (sistema ECL).

3.25) Ensaio de aderéncia de conidios de P. boydii a fibronectina:

Placas de microtitulagdo de 96 pocos foram sensibilizadas com 100, 200 ou 400 pg/ml de
fibronectina soltvel ou 400 ug/ml de BSA soltvel e, posteriormente, incubadas por 1 h a 37°C, seguindo
adicionais 20 h a 4°C em camara tmida. Em seguida foram realizadas trés lavagens com PBS-Tween
0,05% (150 ul/pogo). Foram adicionados a cada pogo da placa 100 pl de solucdo contendo 1x10¢ conidios
de P. boydii. A placa foi incubada por 1 h a 37°C, em seguida, foram realizadas 5 lavagens com PBS-
Tween 0,1% - 150 pl/pogo. Os sistemas foram bloqueados por incubacao com PBS-Tween 0,1%
contendo 5% de leite desnatado (150 pl/ poco), pelo periodo de 1h a 37°C em camara timida. Os sistemas
foram novamente lavados e os pocos foram incubados com anticorpo primério anti-célula total de P.
boydii produzido em coelho (PINTO et al., 2000) na diluicdo de 1:8000 em tampao de bloqueio por 1 h em
a 37°C em camara tumida. Seguido o tempo de incubagdo foi realizada nova lavagem como descrito
acima e apds procedeu-se a incubagdo com o anticorpo secunddrio anti-IgG de coelho conjugado a
peroxidase diluido a 1:2000 em tampao de bloqueio como na etapa anterior. As placas foram, entao,
lavadas como previamente descrito e adicionadas de 100 ul do substrato enzimético [4 mg de orto-
fenilenodiamina (OPD) em 10 ml de tampao citrato (pH 5,5) + 4 ul de HO»,30 V]. A reacao se processa
no escuro, a temperatura ambiente, e apds 20 min foi interrompida pela adi¢do de 50 ul de HoSO4 3 N
em cada poco. A densidade 6ptica foi determinada por leitura no comprimento de onda a 490 nm em
leitor “Thermo Plate”. A BSA e a fibronectina, sem a presenca dos conidios, foram utilizados como

controles negativos.

3.26) Ensaios de citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia:

Para este ensaio, 5x10¢ conidios foram fixados com paraformaldeido a 4% durante 30 min e
posteriormente submetidos a trés lavagens com tampao PBS. Em seguida, os conidios foram incubados
por 1 h com concentragdes varidveis de fibronectina (25 a 200 ng/ml). Os conidios foram lavados trés
vezes com PBS e incubados por 1 h com anticorpo primério anti-fibronectina na diluicao de 1:100. As

amostras foram centrifugadas e lavadas trés vezes como descrito acima. Em seguida, as células foram
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incubadas por 1 h com anticorpo secundario (IgG de coelho) conjugado a FITC na dilui¢do de 1:400. A
partir desta fase, todas as amostras foram mantidas no escuro. Por fim, as células foram submetidas a
nova lavagem e, entdo, examinadas no citdmetro de fluxo. Apés a leitura no FACS, o material restante
foi centrifugado e as células recuperadas utilizadas para microscopia de fluorescéncia. O mesmo
procedimento realizado para as amostras de conidios foi aplicado de modo a se obter as micrografias de
fluorescéncia do micélio de P. boydii. Células incubadas somente com anticorpo secundério foram

utilizadas como controles negativos.

3.27) Imunocitoquimica:

Os conidios (1x107) foram fixados em tampao cacodilato 0,1 M contendo 2,5% de glutaraldeido,
4% de paraformaldeido, 0,2% de &acido picrico e CaCl. 5 mM. Ap6s 1 h de fixacdo, os conidios foram
desidratados em etanol e embebidos em resina (Unicryl) a -20°C. Secdes ultrafinas da resina foram
colocadas em grades de niquel e incubadas em TBS 0,1 M e cloreto de aménio 50 mM. Apds trés
lavagens em TBS, as grades foram finalmente incubadas com a fibronectina soltivel na concentracdo de
200 pg/ml, posteriormente as grades foram incubadas com anticorpo anti-fibronectina (diluido 1:100
em PBS, 1% BSA e 1% Tween 20) e subsequentemente com anticorpo secundério IgG (diluido 1:10)
conjugado a particulas de ouro (15 nM). Apods coloracdo com acetato de uranila e citrato de chumbo, as
se¢des ultrafinas foram observadas em microscépio eletrénico de transmissdo (Zeiss 10C). Um controle

negativo foi realizado, onde omitimos a incubagdo com a fibronectina.

3.28) Ensaios de interacdo entre conidios de P. boydii e células animais modulado por

fibronectina solavel e anticorpo anti-fibronectina:

Com a finalidade de verificar a importancia das proteinas ligadoras de fibronectina no processo
de interacdo de P. boydii com células animais, suspensdes de 1x10¢ conidios/ml em PBS, foram
incubadas a temperatura ambiente por 1 h na auséncia (controle) ou na presenca 100, 200 ou 400 pg/ml
de fibronectina soltvel. Alternativamente, as células animais foram incubadas com anticorpo anti-
fibronectina (Sigma) nas dilui¢des de 1:100, 1:200 ou 1:400. Sistemas controle foram confeccionados,
onde os conidios foram tratados com 400 pg/ml de BSA e as células animais foram tratadas com IgG
irrelevante. Os sistemas foram lavados trés vezes com PBS e colocados para interagir pelo periodo de 2
h. Em seguida, os sistemas foram lavados com PBS e as laminulas contendo a interacdo foram fixadas

com Bouin por 10 min, lavadas com &lcool, para retirada do excesso do Bouin, lavadas exaustivamente

58



com agua destilada e coradas com Giemsa por 90 min, seguindo bateria de acetona/xilol. Apos

coloracdo, foi determinado o indice de associacdo dos conidios as células animais.

» PARTE III: Andlise protedmica do contetido secretado pelo micélio de P.

boydii:

3.29) Analise da viabilidade celular de formas micelianas apds incubacao em PBS
condicionado:

Para excluir a possibilidade de liberagao de proteinas por células mortas, a viabilidade celular de
formas micelianas incubadas em PBS condicionado (item 3.5 desta sessdo) foi avaliada. As células
micelianas foram incubadas durante 30 min com calcofluor a temperatura ambiente. Posteriormente, os
sistemas foram lavados com PBS e incubados com iodeto de propidio (PI) por 10 min. Apés, os sistemas
foram lavados com PBS e levados imediatamente para visualizacdo em microscépio de fluorescéncia.

Células mortas através de autoclavacao foram utilizadas como controles positivos para marcagdo com o

PIL.

3.30) Eletroforese bi-dimensional (2DE):

As proteinas do sobrenadante condicionado PBS-glucose de P. boydii foram resolvidas por
eletroforese bidimensional. Para tanto, a corrida do sobrenadante foi realizada, primeiramente, na faixa
de pH 3-10 e posteriormente, de acordo com o perfil observado, em uma faixa de pH mais restrita para
aumentar a resolu¢do. A focalizagdo isoelétrica (primeira dimensado) foi executada em equipamento
Protean® IEF cell (Bio-Rad). Aliquotas do extrato protéico foram diluidas em solugdo de reidratacdo
(uréia 8 M, 2% CHAPS, 40 mM ditiotreitol, 0,5% anfélitos 3-10) e, em seguida, foram aplicadas ao IPG-
strip (17 cm, pH 4-7 ou pH 3-10 linear; Bio-Rad) pela técnica de reidratacdo "in gel". As corridas foram
realizadas a uma temperatura de 20°C e uma corrente maxima de 50 mA/strip. Os parametros para
focalizagdo, que envolveram reidratacdo ativa e pelo menos seis etapas de gradiente de voltagem (até
atingir 55000 V/h), foram otimizados para a amostra. A principio os parametros foram: reidratagdo
ativa (50 V) por 12 h; etapa 1- gradiente a partir de 1 até 250 V por 30 min; etapa 2-gradiente de 250 a
1000 V por 30 min; etapa 3- 1000 V constante por 1 h; etapa 4- gradiente de 1000 a 4000 V por 45 min;
etapa 5- 4000 V constante por 1 h; etapa 6- 8000V até completar 55000 V/h. Completada a primeira

dimensao os “strips” contendo as proteinas focalizadas foram preparadas para a segunda dimensao. Tal
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etapa envolveu a reducdo (10 mg/ml DDT) e alquilagdo (25 mg/ml iodoacetamida) das cisteinas,
usando-se um tampao de equilibrio (6 M uréia, 2% SDS, 300 mM Tris-HCI pH 8,8, 20% glicerol). As tiras
(strips) de IPG previamente equilibradas foram em seguida aplicadas em um gel SDS-PAGE 12%
utilizando um sistema vertical (Bio-Rad) e o tampao de corrida padrao Tris/glicina/SDS. A corrida foi
realizada em corrente 40 mA constante e temperatura de 15°C. Ao final da corrida, os géis foram
corados com Coomassie Coloidal ou revelados com nitrato de prata. Para a documentacao da imagem
foi utilizado o "Imaging Densitometer" modelo GS-800 (Bio-Rad) e a analise do gel foi realizada com o
software PDQuestTM (Bio-Rad). Estes experimentos foram realizados sob a supervisao da Pesquisadora

Catia Sodré - FIOCRUZ.

3.31) Digestao "in-gel" e identificacao de proteinas por espectrometria de massa:

Para a realizagdo da digestdo enzimética, os “spots” (colocar aspas nas palavras em inglés que
ficarem no texto final) de interesse foram manualmente cortados do gel e submetidos a digestdo com
tripsina. Os spots de géis foram lavados 3 vezes com 50% de acetonitrila (v/v) por 15 min (cada), e
entdo desidratados em acetonitrila (ACN) 100%. Em seguida os géis foram reidratados em solucao de
tripsina (~6 ng/ml de 25 mM de bicarbonato de amoénio pH 8,0) e mantidas a 4°C por 45 min. O excesso
de solucgao de tripsina foi removido e substituido com solugdo de 25 mM de bicarbonato de amonio, pH
8,0, com volume suficiente para cobrir os géis. Em seguida, para a digestdao da amostra, os géis foram
incubados a 37°C por 12 h. Os peptideos resultantes da digestao, quando houve necessidade, foram
extraidos em solucao de ACN 50% (v/v) em acido trifluoroacético (TFA) 0,5% por cerca de 30 min de
sonicacado. Posteriormente, os peptideos tripticos extraidos foram purificados em cromatografia de fase
reversa usando-se colunas de ZipTip C18 (Millipore), e eluidos da coluna com solucdo de 50% ACN em
TFA 01%. Uma pequena aliquota (0,3 pl) da solucdo de mistura de peptideos foi retirada para a analise
em espectrometro de massa. Os fragmentos peptidicos foram submetidos a andlises em espectrometro
de massa MALDI/TOF-TOF modelo 4700-Proteomics Analizer (Applied Biosystem). Previamente a
analise, as amostras foram preparadas segundo o método "dried-droplet". Aproximadamente 0,3 uL da
amostra foi misturada com igual volume de solucdo de matriz (a-ciano-4-hidroxicinamico 7 mg/ml 50%
ACN em TFA 01%) e aplicadas na placa-alvo ("target plate"). Os espectros de massa (MS) foram
adquiridos em modo positivo e operados em modo refletor com uma aceleracdo de voltagem de 20 kV,
e cerca de 2000 tiros de laser por spot. Os 5 ou 10 sinais mais intensos na analise de MS1 foram
selecionados para a MS2, ou seja, fragmentagdo por PSD usando-se 1 KeV de energia de colisao. GPS

data explorer foi empregado para gerar arquivos pps. Os espectros MS foram entdo submetidos a busca
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contra o banco de dados de proteinas nao-redundantes do NCBInr, usando-se o programa MASCOT
version 2.2. Em geral, somente peptideos com "score" maior que 30 e contendo uma sequéncia de pelo o
menos 4 aminodcidos foram considerados para identificar as proteinas. Os espectros que ndo
retornarem nenhum resultado foram analisados manualmente para a obtencdo da sequéncia de
aminodacidos e posteriormente buscados contra bancos de dados disponiveis para o genoma de outros
patdégenos fungicos (ex: C. albicans, A. fulmigatus, C. neoformans e P. brasiliensis), uma vez que o genoma
de P. boydii ainda ndo foi sequenciado. Estes experimentos foram realizados sob a supervisao dos

Pesquisadores Catia Sodré e Dario Kalume - FIOCRUZ.

3.32) Validacao das andlises do proteoma: dosagem quimica da atividade de algumas

enzimas identificadas no secretoma de P. boydii:

3.32.1) Malato desidrogenase:

Para quantificar a atividade da enzima malato desidrogenase, o sobrenadante PBS
condicionado (20 ug/ml de proteina) foi adicionado ao meio de reagdo contendo 50 mM Tris-
HCI (pH 7,4), 5 mM MgCl,, 2 mM malato de sédio and 2 mM NAD+*. A formacao de NADH foi
avaliada através de espectofotometro no comprimento de onda de 340 nm. Foi estabelecido que
uma unidade de malato desidrogenase foi capaz de formar 1 pmol NADH por minuto de reacao

(STEFFAN & MCALISTER-HENN, 1992).

3.32.2) Adenilato quinase:

A formagdo de ATP a partir do ADP foi avaliada através do consumo do ATP formado
pela enzima fosfofrutoquinase que tem a capacidade de fosforilar a frutose-6-fosfato formando
frutose-1,6-bisfosfato. Os ensaios foram realizados em meio de reacdo contendo 50 mM Tris-HCl
(pH 7,4), 5 mM MgClo, 5 mM (NH4)2SOs, 1 mM frutose-6-fosfato, 1 mM ADP, 2 mM NADH, 2
U/ml fosfofrutoquinase, 1,5 U/ml aldolase, 3 U/ml triosefosfato isomerase, 3 U/ml o-
glicerolfosfato desidrogenase. A reagdo foi iniciada pela adicdo do sobrenadante PBS
condicionado (20 ug/ml de proteina). A oxidacdo do NADH foi avaliada através de
espectofotdometro no comprimento de onda de 340 nm. Foi estabelecido que uma unidade de

adenilato foi capaz de formar 1 umol de ATP por minuto de reacao (SOLA-PENNA et al., 2002).

61



3.32.3) Triosefosfato isomerase:

A atividade da triosefosfato isomerase foi quantificada através da conversao do
gliceraldeido-3-fosfato a di-hidroxicetona fosfato seguido pela reducao desta a a-glicerolfosfato
catalizado pela o-glicerolfosfato desidrogenase. Os ensaios foram realizados em meio de reacao
contendo 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5 mM MgCl, 2 mM de gliceraldeido desidrogenase, 2 mM
NADH, 3 U/ml o-glicerolfosfato desidrogenase. A reacdo foi iniciada pela adicdo do
sobrenadante PBS condicionado (20 ug/ml de proteina). A oxidacdo do NADH foi avaliada
através de espectofotometro no comprimento de onda de 340 nm. Foi estabelecido que uma
unidade de triosefosfato desidrogenase foi capaz de oxidar 1 pmol de NADH por minuto de

reacao (MEIRA et al., 2005).

3.32.4) Aldolase:

A reagdo foi iniciada pela adicdo do sobrenadante PBS condicionado (20 pg/ml de
proteina) em meio de rea¢do contendo 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5 mM MgCl,, 1 mM frutose-1,6-
bisfosfato, 2 mM NADH, 3 U/ml triosefostate isomerase, 3 U/ml a-glicerolfosfate
desidrogenase. A oxidagdo do NADH foi avaliada através de espectofotometro no comprimento
de onda de 340 nm. Foi estabelecido que uma unidade de aldolase foi capaz de oxidar 1 pmol de

NADH por minuto de reacao (MEIRA et al., 2005).

3.32.5) Manitol-1-fosfato-5-desidrogenase:

A reacdo foi iniciada pela adi¢do do sobrenadante PBS condicionado (20 pg/ml de
proteina) em meio de reacdo contendo 50 mM Tris-HCl (pH 7,4), 5 mM MgCly, 1 mM frutose-6-
fosfato e 2 mM NADH. A oxidacdo do NADH foi avaliada através de espectofotometro no
comprimento de onda de 340 nm. Foi estabelecido que uma unidade de manitol-1-fosfato-5-

desidrogenase foi capaz de oxidar 1 pumol de NADH por minuto de reacdo (IWAMOTO et al.,
2003).

3.32.6) Aspartico peptidase:

A dosagem enzimética de aspértico peptidase foi realizada através da degradacdo de
substrato fluorogénico especifico para aspartico peptidase do HIV e substrato fluorogénico
especifico para renina em procedimento adaptado do método descrito por BARRET e

colaboradores (1980). A reagdo foi iniciada através da adigdo de 20 pM do substrato a 10 pg do
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PBS condicionado de P. boydii, diluidos em tampao 0,1 M citrato de sédio, pH 4,0. A mistura de
reacgdo foi incubada a 37°C por 15 min e a intensidade de fluorescéncia foi determinada por
espectrofotofluorimetria (SpectraMax Gemini XPS, Molecular Devices, CA, USA), utilizando

comprimentos de onda de emissao e excitagdo a 460 e 380 nm, respectivamente.
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4) RESULTADOS

» PARTE I: Avaliacao do efeito de 1,10-fenantrolina e de seus derivados em

eventos da biologia de P. boydii:

4.1) Efeito de 1,10-fenantrolina na atividade proteolitica de P. boydii:

Com a finalidade de evidenciar as atividades proteoliticas presentes nos extratos celulares de
micélio e de conidios de P. boydii, realizou-se uma dosagem quimica utilizando-se BSA como substrato
soltivel. Apos a digestdo enzimaética foi observada uma maior atividade proteolitica associada ao extrato
celular das hifas quando comparado ao extrato de conidios de P. boydii (Fig. 7A). Todas as atividades
proteoliticas associadas as células foram completamente inibidas na presenca de 1,10-fenantrolina a 10
mM, sugerindo a atividade de metalopeptidases, provavelmente zinco-dependentes (Fig. 7A). A
avaliacdo do perfil das peptidases produzidas por ambas as formas foi analisada por SDS-PAGE
contendo BSA como substrato copolimerizado. Os resultados corroboram os dados obtidos na dosagem
quimica, uma vez que se detectou no extrato do conidio uma tnica atividade proteolitica de
aproximadamente 28 kDa, ao passo que no extrato do micélio pelo menos 6 diferentes halos de hidrélise
foram observados entre 28 e 90 kDa, sendo todas as atividades celulares inibidas por 1,10-fenantrolina
(Fig. 7B).

A atividade proteolitica secretada também foi avaliada através da degradacao de BSA solavel. O
PBS condicionado foi incubado com BSA na auséncia ou na presenca de diferentes inibidores de
metalopeptidases. Foi observado que a atividade proteolitica presente no PBS condicionado foi capaz
de hidrolisar a molécula de BSA soltvel, gerando fragmentos protéicos com baixas massas moleculares.
1,10-fenantrolina (10 mM) e EDTA (100 mM) bloquearam a atividade proteolitica secretada, enquanto
EGTA (100 mM) ndo inibiu este processo (Fig. 7C). Através de BSA-SDS-PAGE evidenciou-se a
presenga de duas atividades proteoliticas de 28 e 35 kDa, sensiveis a acdo do inibidor 1,10-fenantrolina

(Fig. 7D).
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Fig. 7: Efeito de 1,10-fenantrolina na atividade proteolitica de P. boydii: (A) Dosagem quimica da atividade
proteolitica presente nos extratos celulares de conidios e micélio de P. boydii. O controle representa a atividade
méxima detectada nos extratos, mensurada na presenca de BSA como substrato solavel. Os demais sistemas foram
previamente incubados com 1,10-fenantrolina por 30 min a temperatura ambiente e em seguida, adicionada de
substrato protéico. A atividade enzimatica foi expressa em unidades arbitrarias (UA). (B) BSA-SDS-PAGE
mostrando o perfil de peptidases associados aos conidios (c) e hifas (h). Os géis foram incubados por 48 h a 37°C
em tampao fosfato, pH 5,5, na auséncia (géis na porcao superior da figura) ou presenca (géis na porgdo inferior da
figura) de 1,10-fenantrolina 10 mM. Os ntimeros a esquerda se referem as massas moleculares de proteinas
padroes, expressos em kilodalton (kDa). (C) Perfil de inibicdo da degradagdo do BSA pelo PBS condicionado
obtido a partir de micélio de P. boydii. Aliquotas do PBS condicionado foram incubadas previamente na auséncia
(b) e na presenca de diferentes inibidores: 1,10-fenantrolina a 10 mM (c), EDTA a 100 mM (d) e EGTA a 100 mM
(e). Em seguida os sistemas foram adicionadas de 10 pl de tampao fosfato, pH 5,5, 10 ul de BSA e incubados por 20
h a 37°C. Os géis foram corados com Coomassie brilliant blue R-250. Em (a) o perfil do BSA incubado somente
com o tampao fosfato (controle). O namero a esquerda se refere a massa molecular do BSA. As cabecas de setas a
direita mostram os fragmentos de degradacdo do BSA. (D) BSA-SDS-PAGE mostrando o perfil de peptidases
secretadas pelas formas micelianas. Os géis foram incubados por 48 h a 37°C em tampdo fosfato, pH 5,5, na
auséncia (-) ou presenga (+) de 1,10-fenantrolina 10 mM. Os numeros a esquerda se referem as massas
moleculares de proteinas padrdes.
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4.2) Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na atividade proteolitica secretada por P.
boydii:

O efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na atividade proteolitica secretada pelo micélio de
P. boydii foi também analisado através de dosagem quimica de atividade proteolitica utilizando-se BSA
como substrato soltvel. Nesse sentido, o PBS condicionado foi incubado na auséncia ou na presenca de
1,10-fenantrolina e seus derivados, na concentracdo de 100 ug/ml. Os resultados mostraram que todos

os compostos utilizados inibiram em aproximadamente 80% a atividade proteolitica secretada (Fig. 8).
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Fig. 8: Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na atividade proteolitica secretada pelo micélio de P. boydii:
Dosagem quimica da atividade proteolitica presente no PBS condicionado de P. boydii, utilizando-se BSA como
substrato protéico soltivel. O controle representa a atividade proteolitca mdxima detectada no PBS condicionado.
Os demais sistemas foram previamente incubados com 1,10-fenantrolina, fendio, Cu?*-fendio ou Ag?*-fendio por
30 min a temperatura ambiente e, em seguida, adicionados do substrato. A atividade enzimatica foi expressa em
unidades arbitrarias (UA). O simbolo (#) representa os sistemas em que ha diferenca estatistica significativa entre
o controle e os sobrenadantes previamente incubados com os diferentes inibidores de metalopeptidases.
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4.3) Influéncia de 1,10-fenantrolina e de seus derivados na viabilidade celular de
conidios de P. boydii:

Este ensaio foi realizado incubando-se 1x10° conidios por 16 h na auséncia ou na presenca de
1,10-fenantrolina e seus derivados em concentra¢des que variaram de 0,001 a 1 pg/ml. De uma forma
geral, os compostos afetaram a viabilidade do fungo de forma dose-dependente (Fig. 9). A 1,10-
fenantrolina se mostrou o inibidor menos eficaz, visto que apresentou efeito fungicida apenas na maior
concentracdo utilizada (1 pg/ml). O fendio se mostrou a droga mais eficaz apresentando efeito
fungicida sobre os conidios de P. boydii nas concentracdes de 0,1 e 1 ug/ml; este inibidor foi capaz de
promover morte em aproximadamente 50% das células na concentragao de 0,01 pg/ml. O Ag?*-fendio e
o Cu?*-fendio apresentaram um efeito similar, sendo ambos capazes de causar morte de
aproximadamente 50% das células na concentragdo de 0,1 ng/ml. Os inibidores na concentracdo de
0,001 pg/ml ndo alteraram a viabilidade fangica. O DMSO, que foi o solvente utilizado na dilui¢do dos

compostos, nao interferiu na viabilidade dos conidios (Fig. 9).
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Fig 9: Influéncia dos inibidores de metalopeptidases na viabilidade celular das formas conidianas de P. boydii.
O fungo foi crescido em meio Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e
contados em cdmara de Neubauer. Posteriormente, 10° conidios foram incubados na presencga ou na auséncia dos
inibidores de metalopeptidases em diferentes concentragdes (0,001 - 1 pg/ml) a temperatura ambiente por 16 h.
Ap6s o periodo de incubagdo, os conidios foram novamente lavados com PBS, incubados em meio dgar Saboraud
para posterior contagem das unidades formadoras de colonia (UFC).
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4.4) Influéncia de 1,10-fenantrolina e de seus derivados no desenvolvimento de micélio
de P. boydii:

Um ponto crucial no desenvolvimento dos fungos filamentosos é a diferenciacao das formas
conidianas em micélio; por esta razao, avaliamos o efeito dos inibidores de metalopeptidases nas
formas de micélio de P. boydii. Para tal, 103 conidios foram incubados em placas de 96 pocos contendo
meio Saboraud por 48 h para total diferenciagio em formas micelianas (SILVA et al., 2009).
Posteriormente, os sistemas foram incubados com os inibidores proteoliticos em diferentes
concentracgdes (0,001 a 1 ug/ml) por 16 h. Apds esse periodo, os sistemas foram lavados com PBS e
plaqueados em agar Saboraud para posterior contagem de UFCs.

Como observado na Fig. 10, todos os compostos inibiram de modo significativo, e quase que
completamente, o crescimento fungico na concentragdo de 0,1 pg/ml. Na concentracao de 0,01 pg/ml, a
1,10-fenantrolina se mostrou capaz de inibir cerca de 50% do crescimento fngico. Porém, nesta mesma
concentracdo, os outros inibidores se mostraram mais eficazes; principalmente, o fendio e o Ag2*-fendio,
que inibiram aproximadamente 70% do crescimento fingico. O fendio se mostrou o melhor inibidor
neste ensaio, pois na menor concentracao utilizada foi capaz de inibir cerca de 70% do crescimento do
micélio. O DMSO néo alterou de forma significativa o crescimento celular das formas micelianas, visto

que o sistema tratado apenas com o DMSO apresentou crescimento similar ao do controle.
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Fig 10: Efeito dos inibidores de metalopeptidases na viabilidade celular das formas micelianas de P. boydii. O
fungo foi crescido em meio Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e
contados em camara de Neubauer. Posteriormente, 10° conidios foram incubados em placas de 96 pocos contendo
meio Saboraud por 48 h, para total diferenciacdo em micélio. Depois da diferenciacdo, os sitemas foram lavados e
colocados na presenca ou na auséncia dos inibidores de metalopeptidases em diferentes concentragdes (0,001 - 0,1
pug/ml) a temperatura ambiente por 16 h. Apés o periodo de incubacdo, os sistemas foram novamente lavados
com PBS, incubados em meio agar Sabouraud para posterior contagem das unidades formadoras de col6nia
(UFC). Os simbolos (#) representam os sistemas que foram estatisticamente diferentes (P < 0,05) em relacdo ao
controle.
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4.5) Influéncia de 1,10-fenantrolina e de seus derivados no processo de diferenciacao
celular de P. boydii:

Com a finalidade de avaliar o efeito de 1,10-fenantrolina e de seus derivados sobre o processo de
diferenciacao celular de P. boydii, 5x10¢ conidios foram incubados em meio Sabouraud na auséncia ou
na presenca dos inibidores em diferentes concentracdes, por 16 h, a temperatura ambiente. Os
resultados demonstraram que na concentracdo de 1 ng/ml todos os inibidores foram capazes de inibir o
processo de diferencia¢do celular, enquanto que na concentracdo de 0,1 pg/ml apenas o fendio e o Ag?*-
fendio apresentaram o mesmo efeito. Os demais inibidores, quando utilizados na concentracao de 0,1
pg/ml, inibiram este processo em menor proporcao (Tabela 2 e Fig. 11).

Vale ressaltar que além da observagdo das laminas para a contagem da diferenciagdo, os
conidios foram lavados com PBS e plaqueados em meio Sabouraud para contagem de UFC. Apés 7 dias
de incubagdo, observou-se um crescimento similar dos conidios pré-tratados ou ndo com os inibidores,
mostrando que os efeitos observados com a inibicdo da diferenciacdo nao foram devidos a perda de

viabilidade dos conidios (dados ndo mostrados).
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Tabela 2: Influéncia de 1,10-fenantrolina e seus derivados na diferenciacdo celular de

P. boydii.

Sistemas Diferenciacdo Celular (conidio — micélio)
Concentracdes dos inibidores proteoliticos
1 pg/mL 0,1 pg/mL 0,01 pg/mL 0,001 pg/mL

1,10-fenantrolina --- -=-+ -+ + + + +
Fendio --- --- -+ + + + +
Cu?*-fendio --- --+ -+ + + + +
Ag**-fendio --- - - - - + + + + +

+, diferenciacdo de conidio a micélio.
—, inibicdo da diferenciacdo do conidio a micélio.

O numero de sinais indica uma quantificagdo visual do processo de diferenciagdo de conidio a
micélio, onde no sistema controle (sem adicdo de nenhuma droga) todos os conidios
diferenciaram-se a micélio (+++).

%

1 pg/mL | 0,1 pg/mL 0,01 pg/ rﬁL
(---) (--) (-++)

Cu’*-fendio

Fig. 11: Efeito de diferentes concentracdes do inibidor Cu?*-fendio no processo de diferenciacdo celular de P.
boydii. Os simbolos representam uma quantificacdo do porcentual de diferenciacdo, onde - - - representa auséncia
de diferenciacdo (somente conidios foram observados) e +++ representa o maximo de diferenciagao celular (onde
somente hifas foram detectadas).
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4.6) Influéncia de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre a formacao de biofilme por P.
boydii:

Nada é sabido sobre a capacidade de P. boydii em formar biofilme, sendo assim, avaliamos a
capacidade deste fungo em aderir a uma superficie de poliestireno. Primeiramente foi realizada uma
cinética de formacao de biofilme com diferentes densidades celulares. Nesse ensaio foi observado que a
formacdo de biofilme parece nao ser dependente do ntiimero de células iniciais. Observou-se também
uma maior formagdo dos agregados celulares em 48 h de incubacao (Fig. 12 A).

Posteriormente foi avaliada a capacidade dos inibidores de metalopeptidases em modular a
formacdo do biofilme em P. boydii (Fig. 12 B). Para tal, foi escolhida a densidade de 10¢ células e o tempo
de 48 h. Neste ensaio, 1,10-fenantrolina e seus derivados foram utilizados de trés maneiras diferentes:
na primeira, os conidios foram pré-tratados por 20 h com os compostos; na segunda, os compostos
foram adicionados aos sistemas durante todo o periodo de adesdo ao poliestireno (48 h) e na terceira, os
compostos foram adicionados apds 48 h de formacdo do biofilme, por 20 h adicionais. Os resultados
mostraram um efeito inibitério mais expressivo dos compostos fendio, Cu2*-fendio e Ag2*-fendio. Nos
sistemas onde os conidios foram pré-tratados, os compostos foram capazes de inibir aproximadamente
50% da formacao do biofilme. No entanto, 1,10-fenantrolina ndo promoveu nenhum efeito inibitério na
formacdo do biofilme de P. boydii. Nos sistemas onde os inibidores foram incubados juntamente com os
conidios observou-se um efeito inibitério menos dréstico que o anterior; porém, fendio, Cu?*-fendio e
Ag?*-fendio foram capazes de inibir de modo significativo a formacdo de biofilme em cerca de 35%. No
terceiro esquema de formacdo de biofilme, 1,10-fenantrolina e fendio foram capazes de inibir em 30% a
formacdo do biofilme, enquanto Cu?*-fendio e Ag2*-fendio ndo foram capazes de desorganizar o
biofilme ja formado.

Posteriormente foi realizado um ensaio com conidios de P. boydii pré-tratados com 1,10-
fenantrolina e seus derivados, no qual os sistemas foram colocados para aderir a laminulas de vidro e a
formagdo do biofilme foi observada através de microscopia eletronica de varredura (Fig. 13). Nos
sistemas controles e nos sistemas tratados com 1,10-fenantrolina, os fungos encontravam-se aderidos de
forma homogénea a laminula de vidro, dados que corroboraram o experimento de adesdo ao
poliestireno e revelado com o corante cristal violeta. Nestes sistemas, detectou-se a diferenciacdo
massiva dos conidios a hifas (Fig. 13 a, b, e). A presenca de poucos conidios aderidos, bem como a
completa auséncia de hifas, foi observada nos sistemas tratados com fendio, Cu?*-fendio e Ag2*-fendio

(Fig. 13 ¢, d, £).
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Fig 12: Influéncia de 1,10-fenantrolina e seus derivados na formacio de biofilme por P. boydii. O fungo foi
crescido em meio Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e contados
em camara de Neubauer. (A) Cinética de formacdo de biofilme em uma supeficie de poliestireno durante 24, 48 e
72 h, variando-se o in6culo de conidios (102 a 10¢ células). (B) 1x10¢ conidios foram incubados em placas de 96
pocos de poliestireno contendo meio Sabouraud por 48 h. (a) Os conidios foram pré-tratados com 1,10-
fenantrolina e seus derivados. (b) A 1,10-fenantrolina e seus derivados foram incubados juntamente com os
conidios durante as 48 h de adesdo. (c) Ap6s 48 h de formacgao do biofilme, os sistemas foram tratados com 1,10-
fenantrolina e seus derivados por 20 h adicionais. Os simbolos representam os sistemas que foram estatisticamente
diferentes (P < 0,05) em relagdo ao controle.
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Fig 13: Microscopia eletronica de varredura mostrando o efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na
formacdo de biofilme em P. boydii. O fungo foi crescido em meio Sabouraud por sete dias; em seguida, os
conidios foram colhidos, lavados com PBS e contados em camara de Neubauer. Posteriormente, 1x106 conidios
tratados ou nao tratados com 1,10-fenantrolina e seus derivados foram colocados para aderir a uma placa de 24
pocos com laminulas de vidro por 48 h. Apds o periodo de adesdo, os sistemas foram lavados com PBS,
preparados para microscopia eletronica de varredura (como mencionado no item 3.8) e visualizados em
microscépio eletronico. (a) controle, (b) sistema tratado com 1,10-fenantrolina, (c) sistema tratado com fendio e (d)
sistema tratado com o Cu?*-fendio. (e) e (f) representam maiores aumentos dos sistemas representados em (b) e
(d), respectivamente. O sistema tratado com Ag?*-fendio teve o mesmo resultado que o mostrado em (d). As
barras correspondem a 5 pm.
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4.7) Influéncia de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre a interacao celular de conidios
de P. boydii com células hospedeiras:

Sabendo da importancia da interacdo dos patégenos com células hospedeiras durante o processo
infeccioso, foi avaliado se 1,10-fenantrolina e seus derivados seriam capazes de modular o processo de
interacdo celular de conidios de P. boydii com diferentes linhagens de células hospedeiras, incluindo
macrofagos peritoneais de camundongos da linhagem BALB/c e células A549 e MRC-5. Nesse contexto,
conidios de P. boydii, na proporgdo de 5:1 nos experimentos com macréfagos e 10:1 nos experimentos
com as demais células animais, foram incubados por 1 h a temperatura ambiente na auséncia ou na
presenca dos inibidores de metalopeptidases, na concentracdo subinibitéria de 0,1 pg/ml (Fig. 14). Nos
ensaios realizados com macrofagos observou-se que todos os compostos utilizados foram capazes de
inibir de modo significativo a interacao celular, sendo o fendio o modulador mais potente capaz de
inibir o processo em aproximadamente 80%. No ensaio com as células A549, entretanto, a 1,10-
fenantrolina e o fendio ndo foram capazes de modular a interagdo celular de modo significativo. Nesse
modelo, apenas os derivados Cu?*-fendio e Ag?*-fendio mostraram-se eficazes. Na interagdo com a
linhagem MRC-5, a 1,10-fenantrolina ndo inibiu o processo de interacdo de modo significativo, ao
contrdrio de seus derivados (Fig. 14). O DMSO, solvente usado como diluente dos compostos, nao

interferiu no processo de interacao celular (Fig. 14).
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Fig. 14: Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados no processo de interacao celular de conidios de P. boydii
com células hospedeiras. O fungo foi crescido em 4gar Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram
colhidos, lavados com PBS e contados em cadmara de Neubauer. Posteriormente, os conidios foram incubados na
presenca ou na auséncia dos inibidores de metalopeptidases na concentracdo subinibitéria de 0,1 pg/ml a
temperatura ambiente por 1 h. Apés o periodo de incubagdo, os conidios foram novamente lavados com PBS e
colocados para interagir, na proporcao de 5:1 com os macréfagos (M®), ou na proporgdo de 10:1 com as células
A549 ou com a MRC-5 por 1 h a 37°C em estufa de CO.. Apds o periodo de interagdo, os sistemas foram lavados e
corados com Giemsa para posterior contagem dos indices de associacdo. Os sistemas assinalados com o simbolo +
apresentaram indices de associagdo significativamente diferente dos conidios ndo tratados (P < 0,05; teste ¢ de
Student).
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4.8) Tratamento de sistemas celulares com 1,10-fenantrolina e seus derivados apés
interacao de conidios de P. boydii com macr6fagos:

Para avaliar se os inibidores de metalopeptidases seriam capazes de matar os conidios de P.
boydii internalizados por macréfagos e ou se os inibidores iriam aumentar seu poder antimicrobiano, foi
realizado um ensaio onde ap6s 1 h de interacdo dos conidios com os macréfagos, os sistemas foram
lavados para retirada dos conidios ndo associados e tratados com 5 ng/ml de 1,10-fenantrolina e seus
derivados por 2 h adicionais. A concentragdo de 5 pg/ml ndo se mostrou téxica para os macréfagos
peritoneais, como serd mostrado no item 4.12 desta sessdo. Apds o periodo de tratamento, os sistemas
foram lavados e os macréfagos foram lisados com 4dgua gelada e plaqueados em meio Sabouraud para
posterior contagem de UFCs. Como resultado foi observado que todos os inibidores foram capazes de
inibir de modo significativo o numero de conidios intracelulares. Neste ensaio, o Ag?*-fendio se
mostrou o composto mais eficaz, sendo capaz de inibir aproximadamente 40% do crescimento fangico

(Fig. 15).
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Fig. 15: Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados no processo de morte de conidios de P. boydii por
macréfagos peritoneais de camundongos da linhagem BALB/c. O fungo foi crescido em agar Sabouraud por sete
dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e contados em camara de Neubauer.
Posteriormente, os conidios foram colocados para interagir, na proporcao de 5:1, com macréfagos peritoneais de
camundongos da linhagem BALB/c por 1 h. Apés o periodo de interagdo, os sistemas foram lavados trés vezes
com PBS para retirada de conidios ndo aderidos. Apds a lavagem os sistemas foram, entdo, incubados na presenga
ou na auséncia dos inibidores de metalopeptidases na concentracdo de 5 pg/ml a 37°C por 2 h em estufa de CO..
Posteriormente, os sistemas foram novamente lavados com PBS, os macréfagos foram lisados com dgua gelada e
os extratos celulares foram plaqueados em agar Sabouraud para posterior contagem das unidades formadoras de
colonia (UFC). Os sistemas assinalados com o simbolo 4 apresentaram crescimento significativamente diferente
dos conidios ndo tratados (P < 0,05; teste ¢ de Student).
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4.9) Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre a morfologia de P. boydii:

Com a finalidade de observar o efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na morfologia de P.
boydii, as células foram tratadas com os compostos e preparadas para andlise em microscépio eletronico
de varredura. Foi observado que fendio, Cu?*-fendio e Ag?*-fendio foram capazes de causar alteracdes
na superficie e na morfologia da célula fangica. As células tratadas com os inibidores apresentaram, de
uma forma geral, uma superficie mais enrugada (tanto os conidios quanto as hifas). Aparentemente,
algumas células apresentaram perda de contetido citoplasmatico (células murchas). A 1,10-fenantrolina

nao foi capaz de causar alteragdes ultraestruturais detectaveis (Fig. 16).
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Fig. 16: Efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na morfologia de P. boydii. O fungo foi crescido em agar
Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e contados em camara de
Neubauer. Posteriormente, os conidios (1x10°) foram tratados com os diferentes inibidores de metalopeptidases na
concentracdo de 1 ug/ml a temperatura ambiente por 16 h. Apés o periodo de incubagéo, as células foram lavadas
e preparadas para microscopia de varredura como descrito no item 3.17. Os sistemas foram visualizados em
microscépio de varredura em um aumento de 10.000 vezes. As barras correspondem a 5 pm.
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4.10) Influéncia de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre a expressao de moléculas de

superficie em P. boydii:

» expressao de glicoconjugados ricos em manose/glucose:

Diante da importancia dos glicoconjugados de superficie em processos de interacao celular e de
nossos resultados mostrando que os inibidores de metalopeptidases modulam os indices de associagdo
de P. boydii com células hospedeiras, avaliou-se o efeito destes compostos na expressao de
glicoconjugados presentes na superficie do fungo. Assim, 1x10¢ conidios foram primeiramente
incubados na auséncia ou na presenca dos diferentes inibidores proteoliticos na concentragdo
subinibitéria de 0,1 pg/ml. Apds o periodo de incubagdo, os conidios foram lavados e incubados com a
lectina ConA-FITC por 1 h e, em seguida, analisados em citometro de fluxo. Cu?*-fendio foi o tinico
composto capaz de modular negativamente a expressao de glicoconjugados ricos em manose/ glucose

na superficie celular de P. boydii (Fig. 17).
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Fig. 17: Modulacdao da expressao de glicoconjugados ricos em manose/glucose presentes na superficie de
conidios de P. boydii, apds tratamento com os inibidores de metalopeptidases. O fungo foi crescido em agar
Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e contados em camara de
Neubauer. Posteriormente, 1x10° conidios foram incubados na presenca ou na auséncia dos inibidores de
metalopeptidases na concentragdo subinibitéria de 0,1 pg/ml a temperatura ambiente por 16 h. Apds o periodo de
incubacdo, os conidios foram lavados com PBS e incubados com a lectina Con A (25 pg/ml) conjugada a
fluoresceina por 1 h. Em seguida, os conidios foram lavados e analisados em citometro de fluxo. A
autofluorescéncia corresponde aos conidios sem incubagao com a lectina.
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P expressao de peptideoramnomanana (PRM):
Como mencionado anteriormente, a PRM é um peptidopolissacarideo presente na parede celular
de P. boydii que, além de ser uma molécula antigénica, influencia processos de adesdo (PINTO et al., 2001,
2004). Tendo em vista a importancia da PRM para os processos de interagdo celular, avaliamos a
influéncia dos inibidores de metalopeptidases na expressao desta molécula em P. boydii. Os resultados
mostraram que Cu?*-fendio foi capaz de inibir drasticamente a expressao de PRM na superficie fingica.
Fendio e Ag?*-fendio também foram capazes de modular negativamente a expressao desta molécula,

porém em menor proporcdo. A 1,10-fenantrolina ndo alterou de forma significativa a expressao de

PRM.
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Fig. 18: Modulacdo da expressio de PRM na superficie de conidios de P. boydii, apés tratamento com os
inibidores de metalopeptidases. O fungo foi crescido em dgar Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios
foram colhidos, lavados com PBS e contados em cdmara de Neubauer. Posteriormente, 1x106 conidios foram
incubados na presenga ou na auséncia dos inibidores de metalopeptidases na concentragdo subinibitéria de 0,1
pug/ml a temperatura ambiente por 16 h. Apds o periodo de incubacdo, os conidios foram lavados com PBS e
incubados com o anticorpo anti-PRM por 1 h. Em seguida, os conidios foram lavados e incubados com anticorpo
secundario conjugado a fluoresceina por 1 h. Finalmente, os conidios foram lavados e analisados em citdmetro de
fluxo. A autofluorescéncia corresponde aos conidios incubados apenas com o anticorpo secundario.
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P expressao de proteinas ligadoras de fibronectina:

Com o intuito de avaliar se 1,10-fenantrolina e seus derivados seriam capazes de modular a
expressao dessas proteinas na superficie de conidios de P. boydii, foi realizado um ensaio onde conidios
tratados ou ndo tratados com os inibidores proteoliticos foram colocados para interagir com a
fibronectina soltivel. A ligacdo da fibronectina a superficie fingica foi avaliada através da incubacao
com anticorpo anti-fibronectina e, em seguida, analisadas através de citometria de fluxo. Como
resultado foi observado que todos os inibidores utilizados foram capazes de diminuir a ligacdo dos

conidios a fibronectina (Fig. 19).
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Fig. 19: Modulagao da expressao de proteinas ligadoras de fibronectina na superficie de conidios de P. boydii,
apos tratamento com os inibidores de metalopeptidases. O fungo foi crescido em dgar Sabouraud por sete dias;
em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e contados em camara de Neubauer. Posteriromente,
1x10¢ conidios foram incubados na presenga ou na auséncia dos inibidores de metalopeptidases na concentracao
subinibitéria de 0,1 pg/ml a temperatura ambiente por 16 h. Apés o periodo de incubacado, os conidios foram
lavados com PBS e incubados com fibronectina soltvel (200 ug/ml) por 1 h. Em seguida, os conidios foram
lavados e incubados com anticorpo anti-fibronectina na diluicdo de 1:100 por 1 h. Os conidios foram novamente
lavados e incubados com anticorpo secundario conjugado a fluoresceina por 1 h. Finalmente, os conidios foram
lavados e analisados em citometro de fluxo. A autofluorescéncia corresponde aos conidios incubados apenas com
o anticorpo secundario.
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» expressao de esterois:

ESHWIKA e colaboradores (2004) reportaram que os compostos Cu?*-fendio e Ag2*-fendio
modularam a sintese de moléculas de esterdis em leveduras da espécie C. albicans. Tendo em vista esse
dado, analisamos o efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na sintese de esterdis em P. boydii. Para
tanto, conidios de P. boydii foram tratados ou ndo com inibidores proteoliticos e, em seguida,
submetidos a um procedimento de extragdo lipidica com a utilizacdo de solventes organicos. As
proteinas foram removidas por centrifugacdo e os lipidios separados pela aplicagdo de um sistema de
particdo. O contetido de esterdis das amostras foi resolvido por HPTLC. Como resultado foi observado
que, comparativamente ao controle (conidios ndo tratados com os inibidores), a expressao de ester6is foi
minimamente aumentada quando as células fingicas eram submetidas ao tratamento com o inibidor
1,10-fenantrolina. Por sua vez, quando as células foram tratadas com fendio, a expressdo de esterdis
aumentou quase que o dobro em relacao ao controle. Quando as células foram tratadas com o inibidor
Cu?*-fendio, observou-se também um aumento na expressao dos esteréis. Este aumento foi menor do
que o provocado pelo fendio, ainda que significativo. O tratamento das células com Ag2?*-fendio gerou

um aumento na quantidade dos esterdis em cerca de 5 vezes com relacao ao sistema controle (Fig. 20).
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Fig. 20: Cromatografia em camada fina de alta performance (HPTLC) demonstrando a modula¢do da expressao
de esterdis em conidios de P. boydii, apds tratamento com os inibidores de metalopeptidases. (A) Apods
crescimento em dgar Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados em tampao PBS e
1x107 células foram incubadas na auséncia ou na presence dos inibidores de metalopeptidases em concentracao
subinibitéria (0,1 pg/ml) a temperatura ambiente por 16 h. Apés incubagdo, os conidios foram lavados com PBS e
os lipidios foram extraidos com uma mistura de solventes orgéanicos (cloroférmio:metanol 2:1 v/v). As proteinas
foram removidas por centrifugacdo e um sistema de parti¢do foi aplicado de modo a separar os esterdis dos
demais lipidios. Sais e contaminantes polares foram removidos por cromatografia de fase reversa para posterior
separacao de ester6is por HPTLC. (B) Densitometria das bandas observadas no HPTLC, apés analise pelo
software Scion Image (NIH).

87



4.11) Estudo do efeito aditivo entre os inibidores de metalopeptidases e agentes

antifingicos sobre o crescimento celular de P. boydii:

» perfil de susceptibilidade de P. boydii a anfotericina B e fluconazol:

Sabe-se que P. boydii é um fungo que apresenta resisténcia a maioria dos antifingicos utilizados
atualmente na clinica médica. Desta forma, avaliamos o perfil de susceptibilidade da cepa HLPB de P.
boydii, utilizada neste estudo, frente a dois agentes antifingicos classicos: anfotericina B e fluconazol.
Como esperado para P. boydii, observou-se um perfil de resisténcia a estes dois antifingicos. Nos
sistemas expostos as drogas, a viabilidade celular foi similar & observada no sistema controle, com
excecdo da anfotericina B na concentracdo de 100 pg/ml, que foi capaz de causar reducdo no

crescimento celular em aproximadamente 50% (Fig. 21).
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Fig 21: Perfil de susceptibilidade da cepa HLPB de P. boydii a a¢do antifingica de anfotericina B e fluconazol.
O fungo foi crescido em meio Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e
contados em camara de Neubauer. Posteriormente, 1x10° conidios foram incubados na presenca ou na auséncia
dos antiftingicos em diferentes concentragdes (1 - 100 pg/ml) & temperatura ambiente por 16 h. Apés o periodo de
incubacao, os conidios foram lavados com PBS e incubados em 4gar Sabouraud para posterior contagem de UFC.
Os sistemas assinalados com o simbolo 4 apresentaram crescimento significativamente diferente dos conidios nao
tratados (P < 0,05; teste t de Student).
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» analise do efeito aditivo:

Com o objetivo de avaliar um possivel efeito aditivo dos inibidores de metalopeptidases e
antifingicos, ambos compostos foram utilizados em concentracdes subinibitérias. Assim, os conidios de
P. boydii foram incubados na auséncia ou na presenca dos inibidores de metalopeptidases na
concentracao de 0,001 pg/ml juntamente com a anfotericina B ou com o fluconazol na concentracio de
10 pg/ml. Foi observado que tanto a 1,10-fenantrolina quanto seus derivados atuaram em sinergismo
com a anfotericina B. A associacdo entre anfotericina B e 1,10-fenantrolina causou morte de
aproximadamente 50% das células. Fendio e Ag?*-fendio foram os inibidores, que em conjunto com a
anfotericina B, tiveram o maior efeito fungicida, atingindo a faixa de 65% de morte celular. A 1,10-
fenantrolina e o fendio ndo demonstraram, nestas condicdes, efeito aditivo com o fluconazol. Cu2*-
fendio e Ag?*-fendio, entretanto, atuaram em sinergismo com o fluconazol, provocando morte de

aproximadamente 70% das células (Fig. 22).
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Fig 22: Efeito aditivo de 1,10-fenantrolina e seus derivados com a anfotericina B ou fluconazol. O fungo foi
crescido em meio Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e contados
em cdmara de Neubauer. Posteriormente, 1x10° conidios foram incubados na presenca ou na auséncia da 1,10-
fenantrolina e seus derivados na concentragdo subinibitéria de 0,001 pg/ml associados a anfotericina B ou
fluconazol (10 pg/ ml) a temperatura ambiente por 16 h. Apdés o periodo de incubagdo, os conidios foram
novamente lavados com PBS e incubados em &gar Sabouraud para posterior contagem de UFC. Os sistemas
assinalados com o simbolo 4 apresentaram crescimento significativamente diferente dos conidios ndo tratados (P

< 0,05; teste t de Student).
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4.12) Ensaio de toxicidade de 1,10-fenantrolina e seus derivados em células animais e em

camundongos:

» Calculo do CCso de 1,10-fenantrolina e seus derivados para diferentes linhagens
celulares e para P. boydii:

Com o objetivo de verificar o efeito toxico de 1,10-fenantrolina e seus derivados em diferentes
linhagens celulares, procedeu-se um ensaio utilizando-se o corante de viabilidade vermelho neutro. As
células aderidas a placas de 96 pogos foram colocadas em contato com 1,10-fenantrolina e seus
derivados em diferentes concentragdes por 20 h. Posteriormente, as células foram lavadas e incubadas
com o corante vermelho neutro. O vermelho neutro é um corante de viabilidade que penetra nas células
vidveis. Em seguida, as células foram lisadas e a quantificacdo do vermelho neutro foi feita através de
leitor de ELISA. Esse ensaio foi realizado com células transformadas e células primarias. Como
podemos observar na Tabela 3, o CCs calculado para as células foi sempre superior ao CCso calculado
para os conidios de P. boydii. O inibidor 1,10-fenantrolina se mostrou o menos téxico para as células
hospedeiras uma vez que o CCsy para este composto foi superior a 10 ug/ml para todas as células

testadas.
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Tabela 3: CCsy dos inibidores de metalopeptidases para diferentes linhagens de células e para conidios

de P. boydii.

Células | 1,10-fenantrolina fendio Cu?*-fendio Ag’>*-fendio
C6/36 >10 >10 >10 >10
Vero > 10 6,6 6,5 > 10

MA-104 >10 3,9 4,4 7,3
LLC-MK2 >10 7,4 6,8 9,1
HEp2 >10 8,8 >10 >10
CHO >10 7,9 9,2 >10
A549 >10 8,5 8,2 >10
RAW >10 5,6 6,1 >10
Ma* >10 >10 >10 >10
MRC-5* > 10 0,76 0,76 7,4
Conidios 0,473 0,032 0,096 0,116
C6/36 = Célula de mosquito Aedes albopictus CHO = Célula de ovério de hamster chinés
Vero = Célula de rim de macaco A549 = Célula epitelial pulmonar humana
MA-104 = Célula embriondria de rim de macaco Rhesus RAW = Macréfagos murinos
LLC-MK2 = Célula de rim de macaco Rhesus M@ = Macrofagos de camundongo
HEp2 = Célula de carcinoma de laringe humana MRC-5 = fibroblasto de pulmao humano

(+) Células primérias. As células ndo assinaladas representam linhagens estabelecidas.
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» Ensaio de toxicidade aguda de 1,10-fenantrolina e seus derivados em
camundongos suicos albinos:

A toxicidade dos inibidores proteoliticos foi determinada através de injecGes intraperitoneais
dos compostos em diferentes concentracdes e posterior acompanhamento dos animais durante 7 dias
consecutivos. Neste ensaio os inibidores foram utilizados em concentracdes que variaram entre 15 e 450
mg/Kg de peso do animal. Como podemos observar na Tabela 4, até a concentracao de 45 mg/Kg os
inibidores nado levaram os camundongos ao 6bito. Ao contrario, a concentracdo méxima utilizada neste
estudo (450 mg/Kg) resultou na morte de todos os animais nas primeiras 24 h, a qual era precedida de
convulsdes, poucos minutos apés a injecdo dos inibidores. A 1,10-fenantrolina e o Ag?*-fendio se
mostraram o0s compostos menos toxicos, uma vez que 1,10-fenantrolina ndo levou nenhum
camundongo a morte até a concentracao de 300 mg/Kg e o Ag2*-fendio foi responsavel pela morte de
40% dos animais nesta concentracdo. O fendio e o Cu?t*-fendio se mostraram os mais toxicos,
apresentando uma taxa de mortalidade de 80% na concentragao de 150 mg/Kg. Nao foram observadas
mortes nos sistemas com os camundongos controle (injetados com PBS) e nos camundongos onde foram

injetados apenas DMSO até 7 dias ap6s a inoculagao.
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Tabela 4: Porcentagem de morte de camundongos suicos albinos quando administrados com 1,10-
fenantrolina e seus derivados em diferentes concentragdes.

% de Mortalidade

Horas depois do Compostos / 15 30 45 150 300 450 mg/Kg
tratamento concentracao

1,10-fenantrolina 0O 0 0O ©O 0 100

24 h Fendio 0O 0 0 O 80 100
Cu®* 0O 0 0O O 100 100
Ag** 0 0 0 O 40 100
1,10-fenantrolina 0O 0 0O ©O 0 -

72 h Fendio 0O 0 0 20 8 -
cu®* 0 0 0 60 - -
Ag** 0O 0 0 0 40 -

168 h 1,10-fenantrolina O 0 0 O 0 -
Fendio O 0 0O 8 80 -
Cu?* O 0 0O 8 - -
Ag** 0O 0 0 0 40 -
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» Ensaio de toxicidade cronica de 1,10-fenantrolina e seus derivados em
camundongos suicos albinos:

Para o ensaio de toxicidade cronica, grupos de camundongos foram submetidos a injecGes
intraperitoneais com os inibidores proteoliticos na concentracdo de 45 mg/Kg, diariamente, durante 5
dias consecutivos. Posteriormente, os camundongos foram monitorados durante 7 dias consecutivos.
Nao foram observados 6bitos durante o periodo do ensaio. Apés os 7 dias, colheu-se o soro dos
camundongos para posterior dosagem de duas das principais enzimas hepaticas: a aspartato
aminotransferase (TGO) e a alanina aminotransferase (TGP), para que fosse avaliado algum possivel
dano hepatico causado pelos inibidores. Os resultados mostraram que os niveis de atividade dessas
duas enzimas nos sistemas tratados com os inibidores estavam em niveis comparédveis ao sistema

controle (Fig. 23).

1 - Controle

2 - Controle DMSO

3 - 1,10- fenantrolina
4 - Fendio

5 — Cuz+-fendio

6 — Ag2+-fendio

250 80
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0 . . . . . . 0 T T T T T T
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Fig 23: Dosagem da atividade de aspartato aminotransferase (TGO) e alanina aminotransferase (TGP) de
camundongos sui¢os albinos, tratados ou ndo tratados com 1,10-fenantrolina e seus derivados. Camundongos
suicos albinos receberam injecdo intraperitoneal diariamente durante 5 dias consecutivos com os inibidores
proteoliticos na concentra¢do de 45 mg/Kg. Ap6s 7 dias de acompanhamento, nenhum 6bito foi observado e os
soros dos animais foram colhidos e utilizados para dosagem das enzimas hepaticas.
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» PARTE II: Deteccao de moléculas ligadoras de fibronectina em P. boydii:

4.13) Ensaios de ELISA e citometria de fluxo:

Como exposto anteriormente, conidios de P. boydii demonstraram capacidade de se ligar a
fibronectina. Dessa forma, passamos a investigar a ocorréncia de moléculas mediadoras da interagao
entre o fungo e fibronectina soltvel usando diferentes abordagens experimentais. Para ensaios de
ELISA, a fibronectina soltivel foi adsorvida a uma placa de 96 pocos em diferentes concentracdes. O
resultado mostrou que a ligacdo dos conidios de P. boydii a fibronectina é dependente da concentracao
da proteina. Essa ligacdo pareceu ser especifica, uma vez que os conidios aderiram a BSA em niveis
reduzidos, quando comparados aos dados obtidos com fibronectina (Fig. 24A).

Em ensaios de citometria de fluxo, os conidios foram incubados com concentragdes crescentes
(25 a 200 pg/ml) de fibronectina humana por 1 h. Reforcando os dados obtidos por ELISA, observamos
que a ligagdo a fibronectina foi dose-dependente (Fig. 24B).
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Fig. 24: ELISA e citometria de fluxo monstrando a ligacdo dos conidios de P. boydii a fibronectina humana. O
fungo foi crescido em dgar Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e
contados em cdmara de Neubauer. (A) Incubacdo dos conidios com fibronectina imobilizada. As absorbancias
foram mensuradas em leitor de ELISA. (B) Incubacdo dos conidios com fibronectina soltvel. As reacdes de
fluorescéncia foram quantificadas em citometro de fluxo. A autofluorescéncia (histograma em branco)
corresponde aos conidios incubados apenas com o anticorpo secundario.
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4.14) Ensaios de imunofluorescéncia, imunoblotting e imunocitoquimica:

Para verificar a existéncia de proteinas ligadoras de fibronectina em micélio e conidio de P.
boydii, extratos protéicos foram analisadas por “Western blotting”. A presenca das proteinas ligantes de
fibronectina foi evidenciada apds incubacdo das membranas de nitrocelulose, contendo os extratos
celulares, com fibronectina soltvel, seguida de revelacdo com anticorpo anti-fibronectina. Nos dois
extratos, foram observados seis polipeptideos capazes de se ligarem a fibronectina com massas
moleculares aparentes variando de 55 a 17 kDa (Fig. 25A). Por microscopia de fluorescéncia, concluimos
que a ligacdo da fibronectina a superficie celular se da de forma homogénea (Fig. 25B).

Para que fosse possivel visualizar a distribuicdo das proteinas ligadoras de fibronectina nos
diferentes compartimentos celulares de conidios de P. boydii, foi realizado um ensaio imunocitoquimico
utilizando a fibronectina soltivel e anticorpo anti-fibronectina. Os resultados indicaram a presenga de
proteinas ligadoras de fibronectina ao longo de toda a extensao da parede celular do fungo, assim como

no citoplasma, em estruturas semelhantes a vesiculas intracelulares (Fig. 25C).
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Fig. 25: Imunoblotting, microscopia de fluorescéncia e imunocitoquimica monstrando a ligagao de fibronectina
humana a conidios e micélio de P. boydii. (A) Deteccdo de proteinas ligadoras de fibronectina no extrato de
conidio e micélio de P. boydii por Western blotting. Os ntimeros a direita se referem as massas moleculares de
proteinas padrdes, expressos em kilodalton (kDa). (B) Microscopia de fluorescéncia mostrando a ligagdo da
fibronectina solavel a conidios (a, microscopia de contraste de fase; b, microscopia de fluorescéncia) e micélio (c,
microscopia de contraste de fase; d, microscopia de fluorescéncia) de P. boydii. (C) Localizagdo imunocitoquimica

das proteinas ligadoras de fibronectina em conidios de P. boydii. A marcacdo é evidente em compartimentos
intracelulares (cabeca de seta) e parede celular do fungo (seta). Barras: 4 uM.
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4.15) Importancia da ligacao a fibronectina na interacao de conidios de P. boydii com
células hospedeiras:

Com a finalidade de inferir uma fungdo as proteinas ligadoras de fibronectina presentes na
superficie de conidios de P. boydii, ensaios de interacdo do fungo com células hospedeiras foram
realizados na presenca de fibronectina soltvel ou anticorpo anti-fibronectina. Os resultados
demonstraram que quando os conidios eram tratados com a fibronectina soltvel os indices de
associacdo diminuiam significativamente para as duas linhagens testadas, A549 e MRC-5. Resultados
semelhantes foram obtidos quando as células hospedeiras foram tratadas com anticorpo anti-
fibronectina. Foi observado também que a inibigdo da associagdo é um fator dependente da
concentracdo tanto de fibronectina soltivel quanto do anticorpo anti-fibronectina. Conidios tratados com
BSA e células tratadas com anticorpo irrelevante ndo alteraram significativamente os indices de

associagao em relacdo ao controle (Fig. 26).
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Fig. 26: Efeito da ligacdo a fibronectina na interacdo de conidios de P. boydii com células hospedeiras. O fungo
foi crescido em agar Sabouraud por sete dias; em seguida, os conidios foram colhidos, lavados com PBS e
contados em cadmara de Neubauer. Posteriormente, os conidios foram incubados na presenca ou na auséncia da
fibronectina humana soltivel em diferentes concentragdes (100 - 400 pug/ml) ou com BSA solavel (400 pg/ml) a
temperatura ambiente por 1 h. Alternativamente, as células hospedeiras (A549 e MRC-5) foram incubadas com
anticorpo anti-fibronectina nas dilui¢des de 1:100, 1:200 e 1:400 ou com IgG irrelevante (1:400) por 1 h a 37°C em
estufa de CO.. Apés o periodo de incubacdo, os conidios e as células foram lavados e adicionados a pogos
revestidos por monocamadas das linhagens em estudo na proporcao de 10 conidios para cada célula hospedeira.
Apbs o periodo de interacdo, os sistemas foram lavados e corados pelo método de Giemsa para posterior
determinacdo dos indices de associacdo. Indices de associacdo significativamente diferente dos sistemas controles
sdo assinalados com 4 (P < 0,05; teste f de Student).
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» PARTEIII: Analise protedmica de moléculas secretadas por P. boydii

4.16) Perfil de proteinas e identificacao de proteinas antigénicas secretadas por P. boydii:

O procedimento de obtencao de sobrenadante de micélio em meio PBS-glucose foi repetido 4
vezes e 0s sobrenadantes obtidos foram concentrados 100X em sistema AMICON. Os sobrenadantes
foram entdo combinados, resultando em um tnico sobrenadante chamado de sobrenandante final (SF),
o qual foi utilizado em todas as etapas deste estudo.

A analise eletroforética em gel de poliacrilamida foi realizada no intuito de observar o perfil
protéico dos diferentes sobrenadantes e do SF. O resultado revelou que os perfis de proteinas secretadas
observados em cada sobrenadante se manteve bastante conservado, com sutis alteracdes quantitativa e
qualitativas, sendo composto de proteinas com massas moleculares variando de 116 a 15 kDa (Fig. 27).

Em um trabalho anterior de nosso grupo (AOR, 2009), foi obtido um soro hiperimune de coelho
contra as proteinas secretadas por micélio de P. boydii. Com a finalidade de identificar proteinas
secretadas com carater antigénico em formas micelianas de P. boydii, a reatividade da fracdo extracelular
obtida em PBS condicionado foi testada com este soro hiperimune. Através de Western blotting,
observamos a presenca de vdrias proteinas reconhecidas pelo soro hiperiumne de coelho, com massas
moleculares variando entre 116 e 20 kDa (Fig. 27). O resultado com soro pré-imune obtido do mesmo
coelho foi negativo (dado ndo mostrado). Andlises similares com anticorpos presentes no soro de
paciente com pseudallescheriose revelaram um perfil similar de deteccdo de antigenos protéicos,
também com massas moleculares variando entre 116 e 20 kDa (Fig. 27). Em contrapartida, nenhuma
banda reativa foi observada quando foi usado soro de um individuo sadio (dado ndo mostrado). Estes

resultados comprovam que o micélio de P. boydii é capaz de secretar proteinas antigénicas.
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Fig. 27: Perfil de proteinas e identificacio de proteinas antigénicas secretadas por P. boydii: SDS-PAGE
mostrando o perfil protéico dos diferentes sobrenadantes (1, 2, 3 e 4), obtidos em quatro diferentes experimentos, e
do sobrenadante final (SF). A analise por Western blotting mostra o perfil de proteinas antigénicas presentes no
SF. As membranas foram incubadas com soro humano de um paciente com pseudallescheriose e com o soro do
coelho imunizado com o SF.
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4.17) Ensaio de confirmacao da viabilidade do micélio utilizado no experimento de
secrecao:

Com o objetivo de confirmar se as formas de micélio utilizadas no experimento de secregao
apresentavam niveis méaximos de viabilidade, analises por microscopia de fluorescéncia foram
realizadas. As formas micelianas preparadas nas condi¢oes utilizadas nos testes de secregdo foram,
como esperado, coradas com calcofluor, mas ndo com PI, provando assim que a incubacdo nessas
condig¢des nao induziu perda da viabilidade celular (Figs. 28 a, b). Em contrapartida, células mortas por
autoclavagdo apresentaram intensa coloracdo com os dois corantes fluorescentes, validando assim o

método utilizado para nossas analises (Fig. 28 ¢, d).
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Fig. 28: Microscopia de fluorescéncia para confirmar a viabilidade de células de micélio utilizado no
experimento de secre¢do. Células obtidas nas condicdes utilizadas para os ensaios de secre¢do (a-b), além de hifas
mortas por autoclavacao (c-f), foram incubadas com calcofltior e com iodeto de propidio (PI). Houve coloracao das
células mortas, mas ndo da preparacdo controle, com PI, garantindo assim a alta viabilidade nos ensaios de
secrecdo. As imagens em (a), (c) e (e) mostram as células fingicas por contraste interferencial, enquanto os painéis
(b), (d) e (f) mostram as imagens correspondentes no modo de fluorescéncia. Aumento de 40x (a-d) e aumento de
100x (e, f).
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4.18) Eletroforese bidimensional das proteinas secretadas pelo micélio de P. boydii:

A separacao bidimensional das proteinas secretadas de P. boydii foi realizada primeiramente na
faixa de pH de 3 a 10. De um modo geral observou-se um maior nimero de spots na faixa dcida de pH
(dados ndo mostrados). A fim de melhorar a resolu¢ao dos spots nessa faixa, foram realizadas
separagdes bidimensionais utilizando faixas de pH entre 3 e 6 e 4 e 7. Foi possivel a detecgdo de mais de

50 spots com massas moleculares variando de 80 a 14 kDa (Fig 29).
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Fig. 29: Eletroforese bidimensional das proteinas secretadas pelo micélio de P. boydii. Os ntimeros a direira
correspondem as massas moleculares de proteinas padrdes, expressos em kilodalton. Quarenta e quatro spots
foram escolhidos aleatoriamente para a identificagdo através de espectroscopia de massa.
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4.19) Identificacao dos spots através de espectometria de massa:

Um total de 44 spots foram excisados manualmente a partir do gel bidimensional do secretoma
do micélio de P. boydii e analisados por MALDI-TOF. Desse conjunto, 22 proteinas foram identificadas
(Tabela 5). Dentre as proteinas identificadas encontramos proteinas da via glicolitica (triosefosfato
isomerase, malato desidrogenase, frutose-1,6-bisfosfato, aldolase, fosfoglicerato mutase), proteinas
associadas ao citoesqueleto (dineina e cofilina) e outras proteinas importantes para o metabolismo
fangico (aspartico peptidase, permease, fosfatase, esterdide 5-c-redutase, aspartato semi-aldeido

desidrogenase, fosfomanumutase, proteina quinase, manitol-1-fosfato-desidrogenase).

Tabela 5: Identificacdo das proteinas excisadas do gel bidimensional do secretoma de P. boydii:

NUmero  Sequénciad dos peptideos (massas Provaveis identificagoes Microrganismos
do Spots  moleculares)
1 D/NGADQTTEVQGTYVR (1638.57 Da) cadeia pesada da dineina Botryotinia fuckeliana B05.10
2 HYI/LVIQR (1731.77 Da) esterdide 5-o-redutase Candida albicans, C. dubliniensis
HEI/LGSASAEEYTAFEEQE (2946.04 Da) aspartato semialdeido desidrogenase  Penicillium, Aspergillus
3 TI/LHNF (963.41 Da) fosfomanomutase Neurospora crassa, Yarrowia lipolytic:
I/LGETY (1304.6 Da)
NNDYEI/LYEDSR (1416.48 Da)
[/LPVTI/LI/LMI/LDI/LI/LSR (1482.71 Da)
DTICLFDVDGTLTPAR (1792.72 Da)
QVWEPYQEFVNFCI/LR (2013.82 Da)
4,5 FFVGGNFK (914.44 Da) triosefosfato isomerase Aspergillus fumigatus
KFFVGGNFK (1042.49 Da)
VATTEQAQEVHAAIR (1622.75 Da)
SQISDWSNIVIAYEPIWAIGTCK (2561.13 Da)
DAGLNWTIIGHSER (1567.69 Da)
6 EVDQEFTGESI/LI/LSEFVGQNEFR (2615.18 Da) fosfatase/fosfohexomutase Chaetomium globosum
7 QAPTI/LSSPGYI/LF(2) (1611.77 Da) subunidade B2 da proteina ligadora Candida glabrata
QWAGGNANFNDG (2851.24 Da) de nucleotideo guanina
8 SAYGI/LI/LATEVAVNPK (1781.86 Da) dominio de troca de nucleotideo Aspergillus oryzae
I/LVPI/LGFGI/LR (970.59 Da) guanina do fator de elongacdo 1B
9 DI/LI/LSGDEPESDS (537.35 Da) variante | da proteina de tumor Madurella mycetomatis
DI/LI/LSGDEI/LI/LSDS (537.35 Da) controlada traducionalmente
10 DVEAEADQITLR (1885.93 Da) proteina quinase dependente de Aspergillus oryzae

EAI/LQR (1787.85 Da)

I/LTMI/LAWS (1761.86 Day)
YAVYDMEYQI/LASGDGI/LR (1965.89 Da)
TR(2)SGAAVAQECI/LTAYNDI/LK (2066.93 Da)

ciclina

cofilina

Gibberella zeae, Magnaporthe grisec
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12 V(2)G(2)Y(2)D(2)QGFDDASR (1486.62 Day)
FPTQGNI/LPK (1000.53 Day)
QSGEGGNIR (890.53Da)
I/LSGEGGNTR (1793.80 Da)
MI/LFQEMI/LGEI/LVDI/L (1940.94 Da)

sem identificacdo

13 YDQGFDDASR (1486.69 Da)
14 I/LSNNI/LYR (1216.65 Da)
15 MS de baixa qualidade

16 MS de baixa qualidade

17 NI/LEAVI/LTEAGS (1559.85 Da)
18 YAIVVDHGK (1000.57 Da)

EVDPGI/LAI/LTGAEAVI/LAR (1680.98 Da)

proteina hipotética SNOG 13722
(dominio da familia cerato-platanina)

permease

sem identificacdo

homadlogo a proteina hipotética
MGG_02710, relacionada & familia
peroxiredoxina

Phaeosphaeria nodorum SN15

Aspergillus oryzae RIB40

Magnaporthe grisea 70-15

19-24 MS de baixa qualidade
25 VGEIYTPWSSWK (1451.77 Da) homdlogo & proteina hipotética Magnaporthe grisea 70-15
MGG_05974, relacionada ao
desenvolvimento de micélio
26 LFGVTILDIVR (1232.78 Da) malato desidrogenase Gibberella zeae PH-1,
DDLFNINAGIVK (1317.75 Da) Neurospora crassa OR74A
DADIIVIPAGIPR (1348.83 Da)
AVVAGASGGIGQPLSLLLK (1750.09 Da)
27,28 LLPWLDGMLDEDER (1700.87) frutose-1,6-bisfosfato aldolase Aspergillus fumigatus Af293,
EASVAGAI/LAAAHFI/LR (1482.9) Paracoccidioides brasiliensis
29 IVPAQDPNSGLDVK (1451.81 Da) manitol-1-fosfato-5-desidrogenase Magnaporthe grisea 70-15
30 YAHVTFFFNGGVEK (1615.83 Da) fosfoglicerato mutase Podospora anserina
31-33 MS de baixa qualidade
34 FANSENANLFK (1253.63 Da) proteina 1 ativada por GTPase ran Aspergillus terreus NIH2624
35-41 MS de baixa qualidade
42 FDGILGLGYDTISVNR (1738.94 Da) aspdrtico peptidase Paracoccidioides brasiliensis
43 MS de baixa qualidade
44 GLIGPIISR (924.63Da) nucleosideo difosfato quinase Aspergillus fumigatus Af293,

GDFAIDVGR (948.52 Da)
TILGATNPLASAPGTIR (1652.01 Da)
R(ou GV)MEQTFIAIKPDGNI/LR ou

SASEQTFIAKPDGVQR (1888.05 Da)

Ajellomyces capsulatus NAmM1
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4.20) Confirmacao da presenca das enzimas identificadas no secretoma de P. boydii:
Como o genoma de P. boydii ainda ndo foi sequenciado, foi necessdrio validar
experimentalmente as sequéncias obtidas na andlise protedmica. Dessa forma, algumas das atividades
enzimaticas descritas na Tabela 5 foram avaliadas por métodos bioquimicos. Em funcao de aspectos
relacionados a maior viabilidade experimental, foram selecionadas as enzimas adenilato quinase,
manitol 1,5-fosfato desidrogenase, triosefosfato isomerase, malato desidrogenase, aldolase e aspartico
peptidase. De fato, todas essas enzimas foram detectadas por métodos bioquimicos no sobrenadante de
P. boydii (Fig. 30). A aspartico peptidase presente no secretoma de P. boydii foi capaz de hidrolisar o
substrato especifico para a familia das peptidases do tipo renina, mas ndo o substrato para a aspartico

peptidase do HIV (Fig. 30B).
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Fig. 30: Confirmacdo da presenca das enzimas identificadas no secretoma de P. boydii. Dosagem quimica para a
deteccao das enzimas adenilato quinase, manitol 1,5-fosfato desidrogenase, triosefosfato isomerase, malato
desidrogenase e aldolase (A) e aspartico peptidase (B), conforme descrito em Material e Métodos.
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Discussao



5) DISCUSSAO

Apesar da crescente importancia de P. boydii como agente de micoses sistémicas graves, existem
poucos grupos estudando os vérios aspectos da bioquimica e biologia celular neste fungo, o que limita
expressivamente o conhecimento sobre mecanismos de patogenicidade e alternativas terapéuticas
(SANTOS et al., 2009). Sabe-se, entretanto, que P. boydii é um fungo altamente resistente a maioria dos
antifingicos atualmente utilizados na clinica médica (CORTEZ et al., 2008). Sendo assim, a caracterizagao
de moléculas com potencial envolvimento na patogénese podem ser alternativas interessantes para o
desenho de novos compostos com potencial acdo antiftingica (SANTOS et al., 2009).

A secrecao de peptidases para o meio extracelular funciona como um mecanismo adaptativo
importante durante o ciclo de vida dos fungos (MYOSHI & SHINODA, 2000). No género Pseudallescheria
essas enzimas podem estar diretamente envolvidas na clivagem de nutrientes exdégenos para suprir o
metabolismo energético, assim como pode atuar diretamente em diferentes etapas da relagdo fungo-
hospedeiro. Nesse contexto, nosso grupo demonstrou que metalopeptidases secretadas por P. boydii
foram capazes de degradar proteinas séricas humanas, como soro albumina e IgG, além de
componentes presentes na matriz extracelular, como fibronectina e laminina e proteinas sialiladas,
como a mucina. Acreditamos que, devido ao amplo espectro de clivagem de substratos protéicos, essas
metalopeptidases possam ajudar o fungo no escape do sistema imunoldgico e na disseminacao do
mesmo no organismo hospedeiro (SILVA et al. 2006b).

No presente estudo, utilizando-se BSA como substrato protéico soltvel, detectou-se a presenca
de peptidases associadas as células de micélio e conidios de P. boydii. Os resultados demonstram uma
producdo de peptidases significativamente maior associada as células de micélio do que associadas as
células de conidios de P. boydii. A atividade proteolitica mensurada em ambos os extratos celulares
foram inibidas em mais de 95% pela 1,10-fenantrolina, sugerindo a presenca majoritaria de
metalopeptidades. Através de SDS-PAGE contendo BSA como substrato, observou-se a producdo de
diferentes metalopeptidases no conidio (uma dunica atividade de 28 kDa) e em micélio
(aproximadamente 6 atividades com massas moleculares variando de 28 a 90 kDa). Estes resultados
sugerem uma expressdo diferencial, tanto quantitativa quanto qualitativa, de metalopeptidases nas
duas principais formas celulares observadas em P. boydii. O inibidor proteolitico 1,10-fenantrolina
também foi capaz de inibir completamente a degradacdo de BSA soltvel pelas peptidases secretadas
por P. boydii, demonstrando também a presenca de metalopeptidases no PBS condicionado. O EDTA,
um agente quelante e também conhecido inibidor de metalopeptidases, também foi capaz de inibir a

atividade proteolitica secretada, porém numa concentracdo 10 vezes maior que 1,10-fenantrolina. O
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EGTA néo teve acdo na atividade proteolitica secretada de P. boydii. Com esses resultados, podemos
concluir que, dentre os inibidores de utilizados, 1,10-fenantrolina foi o composto mais eficaz em inibir
as metalopeptidases produzidas por P. boydii, sugerindo a presenca de metalopeptidases dependentes
de ions Zn2*.

Sabe-se que 1,10-fenantrolina é capaz de induzir uma série de disttirbios em uma variedade de
sistemas biolégicos (BUTLER et al., 1969; GERAGHTY et al., 2000). Como exemplo, formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi, o agente etiolégico da doenca de Chagas, tratadas com 1,10-fenantrolina
demonstraram dréstica reducdo na proliferacdo celular e alteragdes morfoldgicas, dentre as quais:
surgimento de depositos elétron-densos (constituidos principalmente por ions célcio) no citoplasma do
parasito, assim como perturbacdo na membrana mitocondrial e nas cisternas do reticulo
endoplasmatico (LANE et al., 1998). Recentemente, foi reportado o efeito de agentes quelantes (1,10-
fenantrolina, EDTA e EGTA) sobre a bactéria Streptococcus agalactiae (SANTOS et al., 2009). Neste trabalho
foi demonstrado que 1,10-fenantrolina foi capaz de inibir o crescimento da bactéria de forma dose
dependente. EGTA e EDTA ndo tiveram efeito no crescimento bacteriano, porém esses compostos
inibiram o processo de adesdo e invasao das bactérias as células A549. Além disso, foi descrito o efeito
do EDTA em inibir de maneira significativa a expressao de proteinas de superficie nestas bactérias, fato
este que poderia estar diretamente associado com os mecanismos de inibi¢do da aderéncia e invasdo
bacteriana (SANTOS et al., 2009).

Tendo em vista o potencial antimicrobiano de 1,10-fenantrolina, alguns grupos de estudo tém
despendido esforcos na tentativa de, a partir desta molécula, criar compostos mais eficazes e menos
toxicos. MCCANN e colaboradores (2004) descreveram o potencial antifingico do derivado fendio,
formado pela insercdo de duas moléculas de oxigénio na estrutura quimica de 1,10-fenantrolina. Neste
trabalho foi ainda reportado a sintese de novos compostos formados a partir da complexacao do fendio
com metais de transicdo, como cobre e prata. Esses pesquisadores demonstraram ainda que a
concentracdo minima inibitéria (MIC) utilizada do derivado fendio para inibir o crescimento de C.
albicans foi de 0,6 ng/ml, concentragdo esta que foi quase 5 vezes menor do que o MIC para 1,10-
fenantrolina (2,5 pg/ml). O derivado Cu?*-fendio se mostrou menos eficaz que o fendio livre de metal,
mas o mesmo foi mais eficaz que 1,10-fenantrolina, apresentando um MIC de 1,3 pg/ml. No mesmo
estudo, foi demonstrado que o derivado Ag?*-fendio foi o composto mais eficaz, apresentando um MIC
de 0,3 pg/ml (MCCANN et al., 2004). Essas observacdes nos levaram a avaliar os efeitos destes
compostos sobre varios aspectos da biologia celular de P. boydii.

Nossos resultados demonstraram que 1,10-fenantrolina e todos os derivados foram capazes de

inibir de modo significativo a atividade proteolitica secretada pelas hifas de P. boydi. Esses resultados
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demostraram pela primeira vez o efeito direto dos derivados de 1,10-fenantrolina sobre a inibicao da
atividade de enzimas proteoliticas. Estes compostos afetaram também a viabilidade celular de formas
conidianas de P. boydii de forma dose dependente. Em microrganismos, a transicdo de um estagio
evolutivo para outro inclui modificacdes em quatro niveis: morfoloégico, fisiologico, antigénico e de

infectividade (CHANG & FONG, 1982, SUDBERY, GOW & BERMAN, 2004). Uma caracteristica fundamental

da diferenciacdo celular é o desenvolvimento de estruturas especializadas que frequentemente
desempenham funcdes especificas e indispensdveis para a patogénese. Sabendo das diferencas
morfofisiolégicas existentes entres os conidios e as hifas de um fungo filamentoso, avaliamos se as hifas
também seriam susceptiveis a acdo de 1,10-fenantrolina e seus derivados. Como resultado, observamos
que o micélio do fungo foi mais susceptivel a agdo dos inibidores de metalopeptidases do que os
conidios. Nesse sentido, 1,10-fenantrolina na concentragao de 0,1 pg/ml ndo diminuiu a viabilidade dos
conidios de forma significativa; no entanto, reduziu completamente a viabilidade celular das hifas. De
forma similar ao observado com os resultados de conidos, observamos que fendio e Ag2*-fendio foram
mais efetivos em inibir o crescimento das hifas de P. boydii. Estes dados corroboraram os dados
supracitados obtidos por MCCANN e colaboradores (2004), no qual fendio e Ag?*-fendio foram mais
efetivos em inibir o crescimento de C. albicans.

A capacidade de transicio morfolégica envolvendo a mudanca de levedura para tubo
germinativo/hifa é considerada um fator de viruléncia em C. albicans (HAYNES, 2001). As hifas de C.
albicans sao as formas mais invasivas e sdo frequentemente encontradas nos tecidos infectados (HAYNES,
2001). PINTO e colaboradores (2004) descreveram a formagao de tubo germinativo a partir de conidios
de P. boydii, quando do contato com células epiteliais da linhagem HEp2. No entanto, a formacao do
tubo germinativo ocorria ap6s 2 h de contato fungo-célula, sugerindo uma modulacdo positiva da
diferenciacdo estimulada pelo contato com o hospedeiro. Tendo em vista a importancia deste fendmeno
para a patogenicidade fangica, avaliamos a influéncia de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre o
processo de diferenciagdo celular em P. boydii. Todos os compostos foram capazes de inibir a
diferenciacado celular na concentragdo de 1 pg/ml. Na concentragdo de 0,1 ng/ml apenas fendio e Ag2*-
fendio bloquearam totalmente este processo, enquanto que 1,10-fenantrolina e Cu2*-fendio bloquearam
apenas parcialmente a transicdo morfolégica. Vale ressaltar que a densidade celular utilizada nos
experimentos de diferenciacdo celular foi de 1x10¢ conidios e, neste caso, a viabilidade fangica nao foi
afetada apds o tratamento com os inibidores de metalopetidases. O que nos leva a concluir que nessa
densidade celular utilizada os inibidores apresentam um efeito fungistatico. Sabemos que a
interpretacio do MIC de um antimicrobiano estd diretamente relacionada com o inéculo do

microrganismo. Em analogia a testes de susceptibilidade realizados em bactérias, aumentando-se o
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namero de células bacterianas, aumenta-se consequentemente o ntimero de alvos, o que poderia
exceder a sua capacidade de acdo (GEHRT et al., 1995).

E necessério levar em consideragao que, sendo agentes quelantes, esses compostos derivados de
1,10-fenantrolina poderiam inibir de maneira inespecifica outras enzimas dependentes de cations
divalentes. GIL e colaboradores (1994) observaram que agentes quelantes, como o EDTA, bloquearam o
desenvolvimento de hifas em C. albicans. Além disso, foi descrito por BANIN, BRADY & GREENBERG
(2006) a capacidade do EDTA em desestabilizar o biofilme formado por bactérias da espécie
Pseudomonas aeruginosa. O biofilme microbiano é definido como uma associacao de células microbianas
fixada a superficies bidticas ou abiéticas, inclusas em uma complexa matriz extracelular compostas de
substancias poliméricas. A capacidade dos microrganismos em formar esses agregados celulares
colabora com o estabelecimento de uma infeccdo. Os patogenos presentes em biofilmes apresentam
aumento da resisténcia a agentes antimicrobianos e as acdes do sistema imune (MARTINEZ &
CASADEVALL, 2006). Baseados nestes fatos, avaliamos a capacidade de P. boydii em formar biofilme em
superficies abidticas para, posteriormente, avaliar o efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre os
agregados celulares formados. Inicialmente foi realizada uma cinética de formagdo de biofilme. Os
resultados demonstraram uma maior formacao de agregados celulares apoés 48 h de incubacdo, e o
inicio de uma dissociagdo dos agregados apds 72 h. Quando os conidios de P. boydii foram pré-tratados
com os derivados de 1,10-fenantrolina foi observado um efeito inibitério de aproximadamente 50% na
formacao do biofilme. No pré-tratamento, 1,10-fenantrolina ndo promoveu nenhum efeito inibitério
sobre a formacdo do biofilme de P. boydii. Através de microscopia eletronica de varredura, foram
avaliadas a estruturacdo e a composigdo celular do biofilme de P. boydii. Os resultados mostraram que
nos sistemas pré-tratados com fendio, Cu2*-fendio e Ag2?*-fendio existiam menos conidios aderidos e
nao havia a presenca de hifas. Estes resultados sugerem que os compostos poderiam alterar moléculas
de superficie referentes a adesdo dos conidios a superficie inerte, visto que dados ja supracitados nos
revelaram que a viabilidade fingica nao era alterada nestas condicoes.

Nos sistemas onde os inibidores foram incubados juntamente com os conidios observamos um
efeito inibitério menos dréstico, porém o fendio, Cu?*-fendio e Ag2?*-fendio ainda foram capazes de
inibir de modo significativo (~35%) a formacao de biofilme. Como ja foi dito anteriormente, a formacao
de biofilme é uma forma de resisténcia dos microrganismos a agdo de compostos antimicrobianos, este
fato parece se repetir com o biofilme de P. boydii, uma vez que foi observado um efeito menos drastico
quando da adicdo de 1,10-fenantrolina e seus derivados sobre o biofilme maduro. Somente 1,10-
fenantrolina e fendio foram capazes de desorganizar de modo significativo (~ 30%) o biofilme ja

formado.
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A capacidade de aderir aos tecidos do hospedeiro permite a colonizacdo daquele ambiente pelos
microrganismos e facilita o processo de invasdo. Os mecanismos de adesado celular sdo complexos e
multifatoriais. Moléculas de superficie bem como as cargas eletrostdticas medeiam ativamente os
processos adesivos (ALVIANO, TRAVASSOS & SCHAUER, 1999; KARKOWSKA-KULETA, RAPALA-KOZIK &
KozIK, 2009). Peptidases presentes na superficie de microrganismos podem atuar como adesinas num
mecanismo independente de acdo enzimatica (KARKOWSKA-KULETA, RAPALA-KOZIK & KOzIK, 2009).
Estudos em C. albicans demonstraram que cepas produtoras de aspartico peptidases sdao capazes de
aderir significantemente mais a células do epitélio bucal do que cepas ndo produtoras desta classe de
peptidases (NAGLIK, CHALLACOMBE & HUBE, 2003). Mais recentemente, PALMEIRA e colaboradores
(2008) descreveram o efeito de inibidores proteoliticos, utilizados na quimioterapia anti-HIV, em
modular negativamente a adesdo e a internalizagad do fungo Fonsecaea pedrosoi a macréfagos,
fibroblastos e células epiteliais da linhagem CHO.

No nosso modelo de estudo, os resultados demonstraram que o tratamento dos conidos com
1,10-fenantrolina e seus derivados foram capazes de modular o processo de interacdo de P. boydii com
diferentes linhagens de células de mamiferos. O mecanismo pelo qual as peptidases interferem no
processo de adesdo continua obscuro, porém existem duas hipéteses aventadas: (i) as peptidases
poderiam funcionar como adesinas e/ou (ii) as peptidases secretadas e/ou presentes na superficie de
microrganismos seriam capazes de alterar conformacionalmente moléculas de superficie presentes na
célula hospedeira e essa mudanca seria importante para a aderéncia do microrganismo (NAGLIK,
CHALLACOMBE & HUBE, 2003). Em P. boydii, ainda sao necessérios novos estudos para responder a esta
questao; porém, acreditamos que o tratamento com os inibidores de metalopeptidases poderia alterar a
expressao de moléculas de superficie importantes para a aderéncia fingica. Tendo este fato em mente,
avaliamos o efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na expressdo de moléculas de superficie em P.
boydii, utilizando varios marcadores.

Sabe-se que a supeficie fingica é rica em glicoconjugados, em especial os que contém em sua
composicdo unidades de manose, que sdao moléculas importantes para a interacdo com o hospedeiro
(RUIZ-HERRERA et al., 2006). Assim, avaliamos a modulagdo da expressado de glicoconjugados ricos em
manose/ glucose, através do uso da lectina Con A, em conidios tratados com 1,10-fenantrolina e seus
derivados. Os resultados mostraram que somente o derivado Cu?*-fendio foi capaz de modular
negativamente a expressao destes glicoconjugados na superficie de P. boydii. Uma das moléculas de
superficie de P. boydii j& bem caracterizada trata-se de um peptideopolissacarideo rico em manose,
denominado de PRM (PINTO et al., 2001). A PRM esta diretamente envolvida no processo de interacdao

de conidios com células do hospedeiro (PINTO et al., 2004). Tendo em vista o resultado anterior, onde o
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derivado Cu?*-fendio foi capaz de diminuir a expressdao de glicoconjugados ricos em manose na
superficie de P. boydii e sabendo da importancia da PRM nos processos de adesdo fingica, avaliamos o
efeito dos inibidores de metalopeptidases na expressao de PRM. Corroborando o resultado anterior, o
derivado Cu?*-fendio foi capaz de inibir em aproximadamente 50% a expressdao de PRM na superficie
dos conidios de P. boydii. Observamos também que fendio e Ag?*-fendio foram capazes de reduzir em
menores proporgdes a exposicdo de PRM na superficie fangica, enquanto 1,10-fenantrolina nao alterou
a expressdo desta molécula. Estes resultados sugerem que uma diminuicao na expressao desta adesina
possa justificar, pelo menos em parte, a redugdo nos indices de associacdo de conidio de P. boydii
quando tratados com os derivados de 1,10-fenantrolina.

A fibronectina é uma glicoproteina que circula no plasma em grandes quantidades como um
dimero, sendo também encontrada na matriz extracelular e revestindo células epiteliais. A fibronectina
soltivel também é encontrada nos fluidos corporais e nas secregdes, como nas secregdes inflamatdrias
(DUBREUIL et al., 2002). Varios estudos relatam a importancia da ligacdo a proteinas de matriz
extracelular na patogénese microbiana. PENN & KLOTZ (1994) descreveram que leveduras de C. albicans
se ligam a fibronectina solavel através de um receptor glicoprotéico de superficie. Esse mesmo grupo
também propds que essa interacdo entre a fibronectina soltvel e C. albicans poderia ser, in vivo, um
evento importante no processo de disseminagdo, onde o microrganismo ganharia acesso ao espago
intersticial. Apds a etapa de ligacdo a fibronectina, C. albicans seria capaz de secretar enzimas
proteoliticas, em especial a aspartico peptidase 2 (Sap2), capazes de degradar este constituinte protéico
(HUBE, 2000). Em um estudo desenvolvido por nosso grupo foi descrito que as metalopeptidases
secretadas por P. boydii foram capazes de hidrolisar fibronectina humana (SILVA et al., 2006b). No
entanto, nada se sabia sobre a capacidade desse fungo em se ligar a essa proteina de matriz extracelular.
Nossos resultados demonstraram, pela primeira vez, que conidios de P. boydii foram capazes de se ligar
a fibronectina humana de forma dose dependente. Tendo em vista este fato e sabendo da importancia
desta ligacdo para os mecanismos de interacdo celular, avaliamos a modulacdo da expressao de
proteinas ligadoras de fibronectina apdés a incubacdo de conidios com 1,10-fenantrolina e seus
derivados. Os resultados demonstraram que todos os compostos foram capazes de reduzir a expressao
de moléculas capazes de se ligar a fibronectina localizadas na superficie de P. boydii.

Coletivamente, podemos sugerir que as alteracdes na expressdao de moléculas localizadas na
superficie fungica, induzidas pelo tratamento com os inibidores de metalopeptidases, podem ser
responsdaveis pela diminui¢do dos indices de associagdo com as células de mamifero e até mesmo pela
diminuicdo da adesdo a superficie abidtica. Analises por microscopia eletronica de varredura

evidenciaram que 1,10-fenantrolina ndo alterou a ultraestrutura celular, ao passo que os demais
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inibidores causaram alteragdes drasticas na rugosidade de superficie e na morfologia do fungo. Estes
dados parecem estar de acordo com nossas observagdes indicando que fendio, Cu?*-fendio e Ag2*-
fendio se mostraram mais eficazes em diminuir a formacdo de biofime, diminuir os indices de
associacdo e diminuir a expressao de moléculas importantes na superficie de P. boydii.

E esperado, e desejavel, que um agente antimicrobiano seja capaz de atingir o microrganismo
nos sitios celulares infectados durante o processo patogénico. Nesse sentido, avaliamos a capacidade de
1,10-fenantrolina e seus derivados em diminuir a carga fangica ap6s a interacdo de conidios com
macrofagos. Nossos resultados demostraram que todos os inibidores foram capazes de diminuir, de
maneira significativa, a viabilidade celular do fungo apods interacdo com fagécitos, sendo fendio e Ag2+-
fendio os mais eficazes nesse sentido. Vale ressaltar que na faixa de concentracdo dos inibidores
utilizada nesse experimento, os macréfagos ndo tiveram sua viabilidade alterada. Nao podemos
afirmar, no entanto, qual mecanismo foi responsavel pela diminuicao da sobrevivéncia intracelular.
Hipoéteses podem ser aventadas: os compostos atingiram os conidios intracelulares, diminuindo assim
sua viabilidade; os macréfagos foram sensibilizados com os compostos, aumentando seu poder de
“killing”; ou ambas as hipdteses podem ser verdadeiras e terem acontecido de forma sinérgica.

Estudos na literatura vém demonstrando que alguns compostos tém a capacidade de alterar a
expressdo de esterdis em microrganismos (ESHWIKA et al., 2004). Tendo em vista este fato, analisamos o
efeito de 1,10-fenantrolina e seus derivados na expressao de esteréis de membrana em P. boydii. Como
resultado, foi visto que todos os compostos utilizados foram capazes de aumentar a expressao de
moléculas de ester6is em P. boydii. O derivado fendio foi capaz de aumentar em duas vezes a
quantidade dessas moléculas quando comparado ao sistema ndo tratado com os inibidores; porém, o
composto que se mostrou mais eficaz em modular essa expressdo foi o Ag2*-fendio, que aumentou a
expressdo dos esterdis em aproximadamente seis vezes. Resultados similares foram obtidos por
ESHWIKA e colaboradores (2004) quando do tratamento do fungo C. albicans com o composto Ag2+-
fendio.

Conforme citado anteriormente, P. boydii é extremamente resistente & anfotericina B e ao
fluconazol (CORTEZ et al., 2008), que sdo drogas que tém como alvos as moléculas de ergosterol
presentes na membrana celular fingica e a via biossintética do ergosterol, respectivamente (GILGADO et
al., 2006). Nesse sentido, avaliamos se 1,10-fenantrolina e seus derivados utilizados em concentra¢des
subinibitérias apresentariam sinergismo com anfotericina B e com fluconazol, quando também
utilizados em concentragdes subinibitérias. A associagdo de 1,10-fenantrolina e seus derivados a
anfotericina B diminuiu a viabilidade celular fingica em todos os sistemas, principalmente quando

foram usados fendio e Ag?*-fendio. Quando os sistemas foram tratados com os inibidores e com
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fluconazol s6 observamos diminui¢do na viabilidade celular nos sistemas com Ag2*-fendio e Cu?*-
fendio; porém, essa diminuicao foi menor quando comparada ao tratamento com a anfotericina B. Em
células de mamiferos a sintese de esterdis é controlada pelas proteinas ligadoras de elementos
reguladores de esterol (SREBPs), as quais sao encontradas na membrana do reticulo endoplasmatico.
Quando existe baixa de oxigénio na célula o dominio ativo destas proteinas se deslocam para o nticleo e
se ligam a dominios regulatérios, que resultam na transcricao de multiplos genes envolvidos na sintese
de colesterol (HORTON & SHIMOMURA, 1999; HORTON, 2002). Estudos recentes identificaram dois genes
homologos as SREBP de mamiferos no fungo Schizosaccharomyces pombe (Srel* e Sre2*). Esses genes
codificam a producdo da proteina Srelp, que sdo ativadas em condi¢des de hipoxia codificando para
um aumento na biossintese de ergosterol, de forma similar ao que acontece nas células de mamiferos
(TODD et al., 2006). Outro estudo demonstrou a presenca de uma sequéncia génica homoéloga ao gene
Srel*de S. pombe em C. albicans (ROWAN et al., 2009). Neste estudo ainda foi reportado que o composto
[Ag(1-(3-aminopropil)imidazol]ClO; foi capaz de matar as leveduras, inibindo o processo de respiragdo
celular, através da diminuicdo da concentracdo intracelular de oxigénio. Nesse trabalho foi
demonstrado também que o tratamento com o composto [Ag(1-(3-aminopropil)imidazol]ClOs induziu a
um aumento na expressdo do gene Srel* de C. albicans e com isso um aumento na expressao de
ergosterol pelas células da levedura (ROWAN et al., 2009). Esses dados juntamente com nossos
resultados nos levaram a formular duas hipéteses: (i) o tratamento com os inibidores de
metalopeptidaes altera a biossintese de ergosterol, aumentando a expressdo de seus precursores,
diminuindo o conteido de ergosterol na membrana plasmatica e com isso aumentando a
permeabilidade as drogas antiftiingicas e aos proprios inibidores; (ii) os inibidores estariam diminuindo
a concentracdo de oxigénio na célula fangica, interferindo na biossintese do ergosterol, fazendo com
que estd molécula se torne mais abundante na membrana citoplasmatica do fungo e com isso os alvos
para a ligacdo da anfotericina B na célula fingica estariam em maior nimero, tornando o fungo mais
susceptivel a esta droga.

A toxicidade dos compostos derivados de 1,10 fenantrolina em células hospedeiras foi avaliada
em diferentes linhagens celulares. De uma forma geral, as linhagens celulares se mostraram pouco
menos sensiveis a a¢do dos inibidores de metalopeptidases. A 1,10-fenantrolina foi o menos téxico dos
inibidores, seguida do composto Ag?*-fendio. Estes dados nos motivaram a iniciar estudos in vivo
utilizando camundongos suicos albinos. Os testes de toxicidade aguda mostraram que 1,10-fenantrolina
e Ag?-fendio foram os inibidores menos téxicos. Na concentracdo de 45 mg/Kg de peso dos
camundongos ndo foram observados 6bitos; sendo assim, escolhemos esta concentragdo para estudos

de toxicidade cronica. Neste estudo os camundongos foram injetados diariamente, durante cinco dias
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consecutivos, com 1,10-fenantrolina e seus derivados e os animais acompanhados por sete dias. Os
resultados demostraram que os animais permaneceram vivos apds este esquema de tratamento e que a
atividade de duas enzimas hepéticas (TGO e TGP) ndo foi alterada ap6s sete dias de pds-tratamento.
Em conjunto, estes dados sugerem uma possivel aplicagdo destes compostos em experimentos de
infeccdo in vivo.

Sabe-se que P. boydii é capaz de aderir e invadir células epiteliais e que este mecanismo pode ser
essencial no curso da infeccdo por este fungo (PINTO et al., 2004). Todavia, a complexidade das
interacdes que ocorrem entre fungos patogénicos e seus hospedeiros nos sugerem que estes
microrganismos apresentam um grande ntimero de mecanismos de aderéncia (KARKOWSKA-KULETA,
RAPALA-KOZIK & KOZzIK, 2009). Por isso mais estudos sdo necessarios pra que conhecamos as provaveis
adesinas presentes na parede celular de P. boydii bem como os receptores presentes nas células
hospedeiras. Neste contexto, sabemos que os componentes da matriz extracelular podem participar de
eventos como adesdo e invasdo de microrganismos a tecidos do hospedeiro (GAUR et al., 1999;
WASYLNKA et al., 2000; MENDES-GIANNINI ef al., 2006). Como demonstrado anteriormente, por nossos
resultados, conidios de P. boydii demonstraram a capacidade de se ligar a fibronectina humana. Dessa
forma, passamos a investigar a ocorréncia de moléculas mediadoras desta interacdo usando diferentes
abordagens. Ensaios de ELISA demonstraram a capacidade de conidios de P. boydii de se ligarem a
fibronectina imobilizada, essa ligacdo se mostrou dose-dependente e especifica. A presenca de
moléculas ligadoras a fibronectina foi confirmada através de ensaios de imunofluorescéncia. Em nosso
sistema, essas moléculas parecem estar uniformemente distribuidas na superficie de conidios e micélio,
este fato nos leva a crer que a expressao destas moléculas nao é reprimida com a diferenciagdo celular.
Dados diferentes foram obtidos em estudos realizados com P. marneffei (HAMILTON et al., 1999), onde foi
reportada a apresenca de moléculas ligadoras a fibronectina apenas nos conidios e ndo nas hifas do
fungo. Porém, dados similares aos nossos foram obtidos por LIMA e colaboradores (2004) que
reportaram a presenca de moléculas ligadoras a fibronectina e & laminina em conidios, hifas e leveduras
de S. schenckii. Avaliamos, em seguida, o perfil polipeptidico correspondente as moléculas ligadoras de
fibronectina no extrato celular de conidios e micélio de P. boydii. Os resultados demonstraram um perfil
de marcacdo muito similar nos extratos de ambas as formas, sendo detectadas seis bandas protéicas
com massas moleculares aparentes variando de 55 a 11 kDa, que tiveram a capacidade de se ligar a
fibronectina soltvel. Estes dados corroboram a auséncia de modulacdo na expressdo de proteinas
ligadoras a fibronectina em conidios e hifas de P. boydii.

A presenca de fibronectina é capaz de estimular a invasao das células A549 por bactérias da

espécie Streptocccus pyogenes (CUE et al., 1998). Mais recentemente GONZALES e colaboradores (2008a)
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descreveram a presenca de fibronectina na superficie das células A549 e demonstraram que essa
molécula, bem como o fibrinogénio, sdo proteinas importantes para a interacdo de conidios de P.
brasiliensis com células A549. Nossos resultados demonstraram que a ligac¢do a fibronectina é um evento
importante na interacdo de P. boydii com células hospedeiras. Esse fato nos leva a supor que, assim
como ocorre pra outros patégenos, a capacidade de adesao a fibronectina pode ser um passo essencial
para a patogénese de P. boydii, porém estudos mais aprofundados, como a purificagdo da(s) provavel(is)
adesina(s) e a identificagdo dos receptores presentes nas células hospedeiras faz-se necessarios para
confirmacao desta suposicao.

Além das proteinas de superficie, sabe-se que as proteinas secretadas para o meio extracelular
podem participar ativamente de processos como reconhecimento, sinalizacdo celular e interacdo com o
hospedeiro, sendo importantes na patogénese de muitos microrganismos (CASADEVALL & PIROFSKI,
2003). Tendo em vista este fato, o estudo mais detalhado de moléculas secretadas por um patégeno é de
extrema relevancia. No ano de 2006, nosso grupo descreveu o perfil polipeptidico de moléculas
secretadas por P. boydii, incluindo a presenca de duas metalopeptidases (SILVA et al., 2006b). No estudo
aqui apresentado, visamos aprofundar esses dados, com o intuito de conhecer mais amplamente o perfil
de moléculas protéicas secretadas por P. boydii.

O entendimento da expressao, funcdo e regulagdo do grupo total de proteinas num sistema
celular é um grande desafio. No caso de patégenos, o conhecimento do conjunto de proteinas expressas
numa determinada situagdo poderia fornecer importantes informacdes sobre mecanismos de
colonizacao, interagdes com o hospedeiro, patogénese e também novos alvos para agentes antifingicos.
Para tanto se faz necessdrio o uso conjunto de estratégias pds-gendmicas, incluindo a protedmica
(BHADAURIA et al., 2007; CARBERRY & DOYLE, 2007). O estudo da proteémica, que é definida como a
andlise do conjunto de proteinas expressas por um genoma, célula ou tecido, em condicdes especificas,
permite identificar e quantificar um grande ntimero de proteinas envolvidas no metabolismo celular,
além de permitir anélises diferenciais durante o crescimento, desenvolvimento, diferenciacao celular, e
adaptacao celular a ambientes (WILKINS, 2002). A composicao protéica total de um sistema celular é
naturalmente complexa. Dessa forma, uma estratégia comumente encontrada para facilitar o
entendimento sobre as fun¢des de proteinas expressas em determinados sistemas é o estudo dos
chamados sub-proteomas, que sdo fracdes do proteoma total de uma determinada espécie. Como
exemplos de sub-proteomas podem ser citados sub-proteomas de organelas (mitocondria, ntcleo),
glicoproteoma (proteinas glicosiladas), fosfoproteomas (proteinas fosforiladas) e secretoma (conjunto de
proteinas secretadas por um organismo) (KiM, NANDAKUMAR & MARTEN, 2007). Um exemplo de

caracterizacdo de sub-proteoma foi descrito em A. fumigatus (ASIF et al., 2006). A analise proteémica de
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extratos de parede do fungo revelou 26 proteinas diferentes, incluindo proteinas do tipo “rodlet” A,
peptidases acidas do tipo PEP2, uma lipase, uma disulfito isomerase e uma frutose-1,6-bisfosfatase. A
Aspf3, um conhecido alérgeno presente em A. fumigatus, foi também identificada (ASIF et al., 2006).
Dentro dessa linha de estudos, procuramos nos aprofundar na andlise das proteinas secretadas por P.
boydii.

Nossa primeira meta foi avaliar a reatividade sorolégica das moléculas secretadas por P. boydii.
Em P. boydii jaA foram descritas duas moléculas de superficie com propriedades antigénicas, PRM e
CMH. Em nosso modelo, observamos a existéncia de proteinas secretadas antigénicas com massas
moleculares de 20 a 110 kDa. Esses resultados nos sugerem que P. boydii secreta antigenos protéicos, os
quais foram reconhecidos por soro de paciente com pseudallescheriose. Esses dados podem fornecer
subsidios para a deteccao de potenciais moléculas com aplicacdo no diagnéstico da pseudallescheriose.

Como descrito anteriormente, proteinas secretadas desempenham fungdes vitais para a fisiologia
e patogenicidade de fungos. Sendo assim, a andlise de secretomica de fungos filamentosos mostra-se
promissora para a identificagdo do arsenal de proteinas de toda natureza secretada pelos fungos. Em A.
oryzae, ODA e colaboradores (2006) mostraram por uma abordagem protedmica que a producdo de
proteinas secretadas varia de acordo com o meio de cultivo. Proteinas como glucoamilase A e xilanase
G2 foram detectadas apenas em meio liquido, enquanto glucoamilase B e a dipeptidil peptidase foram
detectadas apenas em meio sélido. Outros estudos em secretdmica de fungos vém sendo realizados,
incluindo A. flavus (MEDINA et al. 2004), Trichoderma reesei (VINZANT et al. 2001), T. harzianum (SUAREZ et
al. 2005) e Fusarium graminearum (PAPER et al. 2007). Entretanto, todos estes estudos foram
desenvolvidos na tentativa de um aprimoramento da produgdo de enzimas de interesse industrial. Para
patégenos, as andlises de secretoma sao ainda limitadas. Acredita-se que a identificacdo de proteinas
extracelulares permitird o desenvolvimento de andlises preditivas que poderdo facilitar a identificagdo
de candidatos a alvos para novos antifingicos e também vacinas contra patégenos fingicos (ASIF et al.,
2006; CARBERRY & DOYLE, 2007).

A identificacdo das proteinas secretadas de P. boydii foi limitada pela indisponibilidade de
sequéncias genomicas de P. boydii. Outras limitacdes na identificagdo protedmica incluem resisténcia a
hidrélise por tripsina devido a glicosilacdo (DESHPANDE et al, 2008). Considerando essas difuculdades,
alcancamos o ntimero de 22 proteinas com identificacao sugerida.

Estudos vém demonstrando que proteinas fungicas apresentam mais do que uma simples
funcdo e, além disso, sdo encontradas em diferentes localizagdes na célula fungica (RODRIGUES et al.,
2008). Como exemplo, podemos citar estudos realizados com o fungo P. brasiliensis (FONSECA et al., 2001;

BARBOSA et al., 2006; BATISTA et al., 2006; PEREIRA et al., 2007). Anélises protedmicas revelaram a
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presenca, dentre outras moléculas, das enzimas, conhecidas por participarem da via glicolitica,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e triosefosfato isomerase (TPI) associadas a superficie
celular de P. brasiliensis, bem como a TPI foi detectada também no sobrenadante de cultivo do fungo.
Estudos de caracterizagdo adicionais revelaram que ambas as enzimas possuiam capacidade de ligacao
a componentes de matriz extracelular (laminina, fibronectina e coldgeno) bem como, por meio de
ensaios de interacdo com células A549, foi possivel verificar que estas moléculas tinham um provavel
papel como mediadoras da adesao as células hospedeiras. Deste modo, pode-se supor um importante
papel da GAPDH e da TPI no estabelecimento da infeccao, contribuindo para interacdo do fungo com
células hospedeiras e para a disseminacdo fangica (FONSECA et al., 2001; BARBOSA et al., 2006; PEREIRA et
al., 2007).

Como exemplo adicional, podemos citar estudos realizados no fungo fito-patégeno Ceratocystis
fimbriata (BODDI et al., 2004). Estudos demonstraram a presenca da proteina cerato-platanina (CP) na
parede celular de conidios, micélio e ascésporos do fungo, sugerindo uma funcdo estrutural pra esta
proteina. Porém esta mesma proteina secretada foi capaz de elicitar a sintese de fitoalexinas em folhas
de Platanus acerifolia (platano hibrido) e causar morte celular, sugerindo, desta forma, uma funcdo na
patogénese deste fungo (BODDI et al., 2004).

No secretoma de P. boydii foi identificada uma vasta diversidade protéica. Dentre as proteinas
identificadas encontramos proteinas de via glicolitica (triosefosfato isomerase, malato desidrogenase,
frutose-1,6-bisfosfato aldolase, fosfoglicerato mutase e fosfohexomutase), proteinas associadas ao
citoesqueleto (dineina e cofilina), proteina associada a membrana plasmatica (permease), proteinas
envolvidas em mecanismos de sinalizacao celular (proteina 1 ativada por GTPase/ran, nucleosideo
difosfato quinase e proteina quinase), proteina associada a protecdo contra o estresse oxidativo
(proteina hipotética MGG_02710, relacionada a familia das peroxiredoxinas) e outras proteinas
importantes para o metabolismo fangico (aspértico peptidase, fosfatase, proteina ligadora de
nucleotideo, esteréide 5-o-redutase, aspartato semi-aldeido desidrogenase, fosfomanomutase, manitol-
1-fosfato-desidrogenase, proteina hipotética MGG_05974, relacionada ao desenvolvimento do micélio).
Vale ressaltar aqui a presenca de proteinas ja associadas a viruléncia em fungos como, as
peroxiredoxinas e as aspartico peptidases secretadas (SANGLARD et al., 1997; HUBE, 2000; CAMPOS et al.;
2005).

Semelhantemente uma complexa composigdo protéica foi identificada em estudos protedmicos
de vesiculas secretadas por C. neoformans (RODRIGUES et al., 2008). Nesse estudo, foram identificadas 76
proteinas, incluindo vdrias associadas a mecanismos de viruléncia, como superdxido dismutase,

fosfatase acida, lacase e proteinas de choque térmico. Em estudo similar, utilizando como modelo o H.
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capsulatum, mais de 200 proteinas foram caracterizadas como componentes de vesiculas extracelulares
(ALBUQUERQUE et al., 2008). Os dois trabalhos supracitados revelaram uma complexa composicao
protéica tanto nas vesiculas secretadas pelo C. neoformans quanto nas vesiculas secretadas pelo H.
capsulatum (ALBUQUERQUE et al., 2008; RODRIGUES et al., 2008). Nestas preparacoes foram identificadas
proteinas associadas ao metabolismo de aminodcidos, agticares e lipideos, proteinas ribossomais,
componentes de proteassomas, proteinas nucleares, proteinas da parede celular, chaperonas, proteinas
com propriedades anti-oxidantes, proteinas do citoesqueleto, proteinas relacionadas ao crescimento e
divisdao celular, proteinas de membrana plasmatica, dentre outras (ALBUQUERQUE et al.,, 2008;
RODRIGUES et al., 2008).

Como podemos observar os fungos tém a capacidade de secretar muitas proteinas caracterizadas
antes como proteinas exclusivamente citoplasmaticas, esta alta diversidade de proteinas extracelulares
pode conferir aos fungos uma alta capacidade de adaptacdo fisioloégica e de patogenicidade. No
trabalho de RODRIGUES e colaboradores (2008) foi levantada a hipétese dos fungos produzirem
exossomas, que sao vesiculas extracelulares que carreiam componentes citoplasmaéticos. Em células de
mamiferos, os exossomos ja foram descritos como participantes da eliminacdo de proteinas ndo
funcionais e também como carreadores de proteinas importantes em mecanismos de sinalizagdo entre
células (VAN NIEL et al., 2006). Em fungos patogénicos, poder-se-ia especular que os exossomos seriam
mais um mecanismo de liberagdo de moléculas relacionadas a patogenicidade (ALBUQUERQUE et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2008). Apesar do nosso trabalho ndo ser focado na secrecdo de vesiculas,
poderiamos supor um mecanismo de secrecdo semelhante entre P. boydii, C. neoformans e H. capsulatum,
sugerindo assim um mecanismo de secrecdo conservado em fungos.

Como dito anteriormente o genoma de P. boydii ainda nao foi sequenciado, por este fato foi
necessario validar experimentalmente as sequéncias obtidas na andlise protedmica. Dessa forma,
algumas das atividades enzimaticas identificadas no secretoma de P. boydii foram avaliadas por
métodos bioquimicos. Em func¢ao de aspectos relacionados a maior viabilidade experimental, foram
selecionadas as enzimas adenilato quinase, manitol 1,5-fosfato desidrogenase, triosefosfato isomerase,
malato desidrogenase, aldolase e aspértico peptidase. Os resultados comprovaram a presenga de todas
as enzimas testadas no sobrenadante de P. boydii, estes dados corroboram as andlises protedmicas,
validando a autenticidade do método utilizado neste estudo.

A relevancia do presente estudo mostra-se diretamente associada com o crescente nimero de
casos de pacientes imunocomprometidos e com a falha no tratamento destes pacientes. Este quadro
claramente facilita a infeccdo do hospedeiro por espécies previamente tidas como nao patogénicas, o

que demonstra a importancia da procura de novos alvos terapéuticos bem como de novos compostos
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com acdo antifingica. O ntimero de relatos de infeccdo oportunista por P. boydii tem aumentado
consideravelmente, o que é associado ao dificil tratamento, principalmente explicado pela resisténcia do
fungo a antiftingicos cldssicos, como a anfotericina B. Dessa forma, estudos que visem a descoberta de
compostos capazes de inibir processos vitais associados a biologia celular bem como a interacdo de P.
boydii com células hospedeiras, podem revelar compostos promissores a serem utilizados numa futura

quimioterapia para o tratamento da pseudallescheriose.
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6) CONCLUSOES

II.

I11.

IV.

VL

VIIL

Identificamos uma atividade proteolitica associada aos conidios de P. boydii (28 kDa) e pelo
menos seis atividades proteoliticas (28 e 90 kDa) associadas ao micélio de P. boydii. Todas as
atividades proteoliticas associadas as células foram completamente inibidas na presenca de
1,10-fenantrolina, sugerindo a atividade de metalopeptidases, provavelmente zinco-

dependentes.

Através de dosagem quimica da atividade proteolitica, utilizando-se BSA como substrato
soluvel, observamos que 1,10-fenantrolina e seus derivados foram capazes de inibir em

aproximadamente 80% a atividade proteolitica secretada por P. boydii.

A 1,10-fenantrolina e seus derivados foram capazes de inibir a viabilidade celular de conidios
e micélio de P. boydii de maneira dose dependente, assim como o processo de diferenciacao

celular neste fungo.

A 1,10-fenantrolina e seus derivados alteram moléculas de superficie importantes para
processos de aderéncia de P. boydii, como glicoconjugados ricos em manose/glucose,
proteinas ligadoras a fibronectina e PRM, resultando em uma reducdo nos indices de
associacdo do fungo com células hospedeiras e uma menor adesdo a superficie abidtica e

formacao de biofilme.

Todos os inibidores proteoliticos utilizados foram capazes de aumentar a expressao de
ester6is em P. boydii e o uso em associacdo destes inibidores com anfotericina B e com o

fluconazol resultou em uma diminuicdo na viabilidade fingica.

Os inibidores proteoliticos se mostraram menos téxicos pra diferentes linhagens celulares e

para camundongos sui¢os albinos do que para conidios de P. boydii.
Polipeptideos capazes de se ligar a fibronectina foram detectadas tanto no extrato celular de

conidios quanto no extrato celular de micélio de P. boydii, este dado foi corroborado através

de imunofluorescéncia. Por imunocitoquimica ultraestrutural foi demonstrado que as
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VIIL

IX.

moléculas ligadoras a fibronectina se encontram tanto na parede celular do fungo quanto em

vesiculas localizadas no citoplasma.

Proteinas secretadas com carater antigénico foram detectadas no sobrenadante das formas
micelianas de P. boydii. As proteinas foram reativas contra soro hiperimune de coelho e com

soro de um paciente com pseudallescheriose.

Analises protedmicas nos levaram a identificacdo de 22 proteinas presentes no sobrenadante
de P. boydii, dentre estas encontramos: proteinas de via glicolitica (triosefosfato isomerase,
malato desidrogenase, frutose-1,6-bisfosfato, aldolase, fosfoglicerato mutase), proteinas
associadas ao citoesqueleto (dineina e cofilina) e outras proteinas importantes para o
metabolismo fangico (aspartico peptidase, permease, fosfatase, esteréide 5-a-redutase,
aspartato semi-aldeido desidrogenase, fosfomanumutase, proteina quinase, manitol-1-fosfato-

desidrogenase).
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